Identification of interaction partners of the human LINE1 retrotransposon protein ORF1p by Habič, Anamarija
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 





UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
MAGISTRSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM 2. STOPNJE 
BIOKEMIJA 
Odkrivanje interakcijskih partnerjev proteina ORF1p iz 

























Spodaj podpisana Anamarija Habič sem avtorica magistrskega dela z naslovom: 




S svojim podpisom zagotavljam, da: 
 
• je magistrsko delo rezultat mojega raziskovalnega dela pod mentorstvom doc. 
dr. Vere Župunski; 
 
• sem poskrbela, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v 
predloženem magistrskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
 
• se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje 
predstavljene kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih 
pravicah – uradno prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007)); 
 
• sem poskrbela za slovnično in oblikovno korektnost magistrskega dela; 
 




V Ljubljani, september 2020                     Podpis avtorice: 
 
  
Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa 2. stopnje Biokemija. 
Delo je bilo opravljeno na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo UL. 
Senat UL FKKT je za mentorico imenoval doc. dr. Vero Župunski. 
Recenzenti: doc. dr. Gregor Gunčar in prof. dr. Brigita Lenarčič 
Komisija za oceno in zagovor magistrskega dela 
 
Predsednica komisije: prof. dr. Brigita Lenarčič 
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo 
Članica: doc. dr. Vera Župunski   
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo 
Član: doc. dr. Gregor Gunčar  


















Mentorici doc. dr. Veri Župunski se zahvaljujem za številne ideje, usmeritve in 
vzpodbude pri raziskovalnem delu. Iskrena hvala za potrpežljivost in ves čas, posvečen 
skupnim analizam rezultatov in iskanju poti, ki bi lahko vodile do boljših. Hvala tudi za 
temeljit pregled magistrskega dela. 
Za hiter pregled magistrskega dela se zahvaljujem obema recenzentoma, doc. dr. 
Gregorju Gunčarju in prof. dr. Brigiti Lenarčič. 
Zahvalo namenjam tudi prof. dr. Borisu Roglju in njegovi raziskovalni skupini, saj se je 
na skupnih sestankih porodilo veliko dobrih idej. 
Za številne praktične nasvete in pomoč ter za stalno pozitivno vzdušje pri delu se 
zahvaljujem sodelavcem za pultom (posebno Jakobu, Valentini in Izi), pa tudi vsem 
ostalim zaposlenim in študentom Katedre za biokemijo. 
Hvala družini za podporo tekom celotnega študija. Za vedno prave besede, vsestransko 
pomoč in ves skupno preživet čas se še posebno zahvaljujem sestri Andreji. 
Brezmejna hvala Janu za razumevanje, vedno trdno oporo in neizmerno ljubezen.
  
Odkrivanje interakcijskih partnerjev proteina ORF1p iz človeškega 
retrotranspozona LINE1 
Povzetek 
Retrotranspozon LINE1 je edini še aktivni avtonomni retrotranspozon v genomu 
človeka, kjer njegove kopije predstavljajo kar 17 % celotne DNA. Aktivnost LINE1 je 
vzrok za preko 120 monogenskih bolezni, povečana pa je tudi pri nekaterih 
kompleksnejših boleznih, npr. pri raku. Kljub temu proces retrotranspozicije še vedno ni 
popolnoma pojasnjen, slabo poznane pa so tudi vloge proteinov, ki so kodirani v 
zaporedju LINE1. Zlasti nejasne so vloge RNA-vezavnega proteina ORF1p, ki se 
tipično nahaja v citoplazemskih granulah in kolokalizira z mRNA LINE1. V okviru 
magistrskega dela smo se osredotočili na proteinsko sestavo granul ORF1p. Z 
imunocitokemijo smo jih preučevali v celični liniji 2102Ep, v kateri se protein izraža 
endogeno, ter v več različnih celičnih linijah po prehodni transfekciji. Preverjali smo, ali 
v normalnih pogojih oz. v prisotnosti stresa kolokalizirajo z označevalnimi proteini 
telesc P ali stresnih granul. Granule endogenega ORF1p v celicah 2102Ep v normalnih 
pogojih niso sovpadale z nobenim od preučevanih označevalnih proteinov, kar 
nakazuje, da izražanje ORF1p v celicah verjetno ne povzroča kroničnega stresa. V 
nasprotju s tem je ORF1p v določenem deležu z ORF1p prehodno transficiranih celic 
kolokaliziral s telesci P, v nekaterih pa tudi s stresnimi granulami. To je lahko posledica 
prekomernega izražanja ORF1p, morda pa kaže tudi fiziološko dinamičnost granul 
ORF1p. Nedvoumno smo potrdili, da različni akutni eksogeni stresorji (NaAsO2, DTT, 
NaCl) povzročijo mobilizacijo endogenega in tudi prehodno izraženega ORF1p v 
stresne granule. V nadaljevanju smo želeli sestavo granul ORF1p v pogojih in vivo 
podrobneje okarakterizirati še s proteomskima metodama BAR in BioID, ki temeljita na 
označevanju proteinov v neposredni bližini tarčnega z biotinom. Z njima smo želeli 
primerjati sestavo granul v nestresiranih in stresiranih celicah ter interaktoma 
funkcionalnega ORF1p in njegove neaktivne mutirane različice JM111. Za izvedbo 
BioID smo pripravili več različnih fuzijskih proteinov ORF1p oz. JM111 z biotin ligazo 
BioID2 oz. TurboID in jih izrazili v sesalskih celicah. Analizirali smo njihovo aktivnost 
in celično lokalizacijo in na podlagi dobljenih rezultatov izbrali najustreznejše 
konstrukte za nadaljnje delo. Biotinilirane interakcijske partnerje ORF1p smo iz 
celičnih lizatov uspešno izolirali s testom »pull down«. Pripravili smo vzorce in 
kontrole za identifikacijo interakcijskih partnerjev proteina ORF1p s tehniko tekočinske 
kromatografije sklopljene z masno spektrometrijo. Rezultati bodo osnova za nadaljnje 
preučevanje funkcij ORF1p, prispevali pa bodo tudi k boljšemu razumevanju 
kompleksnega procesa retrotranspozicije. 
Ključne besede: retrotranspozon LINE1, ORF1p, interakcijski partnerji, BAR, BioID  
  
 
Identification of interaction partners of the human LINE1 retrotransposon protein 
ORF1p  
Abstract 
Retrotransposon LINE1 remains the only active autonomous retrotransposon in the 
human genome, where its copies represent as much as 17% of total DNA. LINE1 
activity is the cause of over 120 monogenic diseases and it is also increased in some 
complex diseases, e.g. in cancer. Despite this, the process of retrotransposition has not 
yet been fully elucidated, and the functions of the proteins encoded within the LINE1 
sequence are also poorly understood. Particularly unknown are the roles of the RNA-
binding protein ORF1p, which is typically located in cytoplasmic granules and 
colocalizes with LINE1 mRNA. In the master's thesis, we focused on the protein 
composition of the ORF1p granules. They were studied by immunocytochemistry in the 
2102Ep cell line, in which the protein is expressed endogenously, and in several 
different cell lines after transfection. We checked whether they colocalize with marker 
proteins of P bodies or stress granules in normal conditions or upon stress. Granules of 
endogenous ORF1p in 2102Ep cells under normal conditions did not colocalize with 
any of the marker proteins, indicating that the expressions of ORF1p probably does not 
cause chronic stress. In contrast, in a certain proportion of ORF1p transiently 
transfected cells, ORF1p colocalized with P bodies and, in some cases, with stress 
granules. This may occur due to the protein’s overexpression, but it could as well 
indicate the physiological dynamics of ORF1p granules. We unequivocally confirmed 
that various acute exogenous stressors (NaAsO2, DTT, NaCl) cause the mobilization of 
endogenous as well as transiently expressed ORF1p into stress granules. Additionally, 
we aimed to characterize the protein composition of ORF1p granules in vivo by 
proteomic methods BAR and BioID, which are based on labelling of the proteins in 
close proximity to the target with biotin. We aimed to compare the composition of 
granules in unstressed and stressed cells as well as the interactomes of functional 
ORF1p and its inactive mutated version JM111. To implement BioID, we prepared 
several fusion proteins of ORF1p or JM111 with biotin ligase BioID2 or TurboID and 
expressed them in mammalian cells. We analysed their activity and cellular localization 
and, based on the obtained results, selected the most suitable constructs for further 
work. Biotinylated ORF1p interaction partners were successfully isolated from cell 
lysates by the pull-down assay. We prepared samples and controls in which ORF1p 
interaction partners will be identified by liquid chromatography–mass spectrometry. 
The results will serve as a basis for further study of the ORF1p functions, while they 
will also contribute to a better understanding of the complex process of 
retrotransposition. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
A adenin 
Ab protitelo 
AGE agarozna gelska elektroforeza 
ak aminokislina 
AMP adenozin monofosfat 
APS amonijev persulfat 
BAR biotinilacija s prepoznavo protitelesa (angl. biotinylation by 
antibody recognition) 
BioID biotinska identifikacija (angl. biotin identification) 
BioID2 mutirana bakterijska biotin ligaza iz A. aeolicus 
bp bazni par 
BSA goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
C citozin 
CBB barvilo Coomassie Brilliant Blue 
CCD obvita vijačnica (angl. coiled coil domain) 
cDNA komplementarna DNA (angl. complementary DNA) 
C-konec karboksilni konec 
CRM1 eksportin 1 
CTD C-končna domena (angl. C-terminal domain) 
Da Dalton, enota za molekulsko maso, ki ustreza 1/12 mase čistega 
izotopa 12C 
DAPI 4′,6-diamidino-2-fenilindol 
DCP1A mRNA-kapo odstranjujoči encim 1A (angl. mRNA-decapping 
enzyme 1A) 
dH2O deionizirana voda 
DMEM Dulbeccovo spremenjeno Eaglovo gojišče 
dNTP deoksiribonukleozidtrifosfat 
DPBS Dulbeccov fosfatni pufer z NaCl 
DTT ditiotreitol 
ECL ojačana kemoluminiscenca (angl. enhanced 
chemoluminescence) 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
EGFP ojačan zeleni fluorescenčni protein (angl. enhanced green 
fluorescent protein) 
eIF2α podenota alfa evkariontskega iniciacijskega faktorja prevajanja 
2 (angl.  eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 
alpha) 
ER endoplazemski retikulum 
  
 
FBS fetusni serum goveda (angl. fetal bovine serum)  
G gvanin 
g gravitacijski pospešek 
G3BP1 RasGAP vezavni protein 1 (angl. Ras GTPase-activating 
protein (RasGAP)-binding protein 1) 
GAPDH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (angl. glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) 
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
HERV človeški endogeni retrovirus (angl. human endogenous 
retrovirus) 
HRP hrenova peroksidaza 
IGEPAL CA-630 oktilfenoksipolietoksietanol 
IVA sestavljanje in vivo (angl. in vivo assembly) 
JM111 mutirana nefunkcionalna različica proteina ORF1p (R261A, 
R262A) 
LB lizogeno gojišče (angl. lysogeny broth) 
LBA lizogeno gojišče z ampicilinom 
LC-MS tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
(angl.  liquid chromatography-mass spectrometry) 
LINE dolg razprešen jedrni element (angl. long intersperesed nuclear 
element) 
LINE1 dolg razprešen jedrni element 1 (angl. long intersperesed 
nuclear element 1) 
lncRNA dolga nekodirajoča RNA (angl. long noncoding RNA) 
LTR dolga končna ponovitev (angl. long terminal repeat) 
miRNA mikro RNA (angl. micro RNA) 
mRNA informacijska RNA (angl. messenger RNA) 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
N-konec aminski konec 
nt nukleotid 
NTD N-končna domena (angl. N-terminal domain) 
OD600 optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
ORF odprti bralni okvir (angl. open reading frame) 
ORF0p protein, ki ga kodira ORF0 v LINE1 
ORF1p protein, ki ga kodira ORF1 v LINE1 
ORF2p protein, ki ga kodira ORF2 v LINE1 
pA poliadenilacijsko zaporedje 
PABP pA-vezavni protein (angl. polyadenylate-binding protein) 
PBS fosfatni pufer z NaCl 
PBST fosfatni pufer z NaCl z detergentom Tween 20 
  
 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)  
piRNA RNA, ki interagira s proteini Piwi (angl. Piwi-interacting RNA) 
PVDF poliviniliden difluorid 
RNP ribonukleoproteinski delec (angl. ribonucleoprotein particle) 
RRM RNA-prepoznavni motiv (angl. RNA recognition motif) 
SINE kratek razpršen jedrni element (angl. short intersperesed 
nuclear element) 





TPRT na tarčnem mestu začeto obratno prepisovanje (angl. target-
primed reverse transcription) 
Tris 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol 
TurboID mutirana bakterijska biotin ligaza, izvedena iz BirA* iz E. coli 
U encimska enota 
UTR neprevedena regija 
v/v volumska koncentracija (delež) 
VNTR spremenljivo število tandemskih ponovitev (angl. variable 
number of tandem repeat) 
w/v masna koncentracija (delež) 




































Mobilni elementi so zaporedja genomske DNA, ki se lahko vgradijo na novo mesto v 
genomu celice, v kateri se nahajajo. Sredi 20. stoletja jih je pri koruzi odkrila Barbara 
McClintock [1]. Sprva so veljali za odvečno in nekoristno DNA, vendar pa se je z leti 
raziskav izkazalo, da so prisotni v genomih skoraj vseh organizmov in da imajo 
pomembno vlogo v evoluciji, razvoju vrst in ustvarjanju raznolikosti med osebki [2–5]. 
Spoznavanje njihovega izrednega pomena je botrovalo temu, da so njihovi odkriteljici 
leta 1983 podelili Nobelovo nagrado [6]. 
Pri človeku mobilni elementi predstavljajo približno polovico celotnega genoma [4]. 
Glede na način, po katerem se po njem premikajo, jih delimo v dve skupini: DNA-
transpozone in RNA-transpozone (retrotranspozone) (slika 1a). DNA-transpozoni, ki v 
sesalskih genomih (razen pri nekaterih vrstah netopirjev) niso več aktivni [7, 8], se 
premeščajo po mehanizmu »izreži in prilepi« – število kopij transpozonskega elementa 
se po prenosu ne spremeni [3, 9]. Drugače pa je pri retrotranspozonih, ki se po genomu 
premeščajo po mehanizmu »kopiraj in prilepi«. Izvorni retrotranspozon se najprej 
prepiše v RNA, ki se nato reverzno prepiše in se vgradi na novo mesto v genomski 
DNA [3]. 
Retrotranspozoni predstavljajo večinski delež mobilnih elementov pri človeku (slika 1b) 
[10]. Delimo jih na retrotranspozone z dolgimi končnimi ponovitvami (angl. long 
terminal repeats, LTR) in retrotranspozone brez dolgih končnih ponovitev (ne-LTR-
retrotranspozone) (slika 1c). Med LTR-retrotranspozoni so najpomembnejši t. i. 
človeški endogeni retrovirusi (angl. human endogenous retrovirus, HERV), ki so nastali 
z vključitvijo eksogenih retrovirusov v genom zarodnih celic in predstavljajo približno  
8 % človekovega genoma. Po zgradbi so podobni retrovirusom, vendar pa se za razliko 
od njih ne morejo prenašati med celicami [4, 11]. 
Vsi retrotranspozoni brez LTR (slika 1c) imajo na 3'-koncu DNA-zapisa 
poliadenilacijsko zaporedje (pA) in se prenašajo po mehanizmu na  tarčnem  mestu  
začetega obratnega prepisovanja (angl. target-primed reverse transcription, TPRT; 
podrobneje opisano v poglavju 1.1.2). Skupino delimo na dolge razpršene jedrne 
elemente (angl. long intersperesed elements, LINEs) in kratke razpršene jedrne 
elemente (angl. short intersperesed elements, SINEs). Med slednjimi so najbolj 
zastopani elementi Alu, ki zasedajo 13 % človekovega genoma; evolucijsko najmlajša 
skupina aktivnih retrotranspozonov pri človeku pa so elementi SVA (SINE-
R/VNTR/Alu), ki predstavljajo 0,1 % genoma [4, 10, 12]. 

































HERV (10 kbp) Gag Pol (Env)
LTR LTR
ORF1 ORF2 pA
L-7SL A-bogato R-7SL pA






Slika 1: Mobilni elementi v genomu človeka. a) Osnovna delitev mobilnih elementov. Glede 
na mehanizem transpozicije jih delimo na DNA-transpozone in retrotranspozone. Slednje 
nadalje ločimo glede na prisotnost oz. odsotnost LTR. Ne-LTR-retrotranspozone glede na 
sposobnost samostojnega premikanja po genomu delimo na avtonomne in neavtonomne 
(prilagojeno po [13]). b) Deleži posameznih skupin mobilnih elementov v genomu človeka 
(povzeto po [14]). c) Shematski prikaz najpomembnejših retrotranspozonov v genomu človeka. 
LTR-retrotranspozoni HERV imajo na koncih LTR, ki obdajajo tri virusne gene: Gag in Pol 
(kodirata proteine, pomembne za reverzno prepisovanje in vgraditev nastale DNA v genom) ter 
Env (kodira protein virusne ovojnice in omogoča izhod virusa iz celice). Slednji je običajno 
nefunkcionalen. Vsi ne-LTR-retrotranspozoni imajo na 3'-koncu zaporedje pA. V zaporedju 
LINE1 sta med 5'- in 3'-UTR zapisa za proteina ORF1p in ORF2p. Elementi Alu so iz dveh 
segmentov, ki izvirata iz RNA 7S, povezuje pa ju z adenozini bogato zaporedje. Elementi SVA 
so sestavljeni elementi, ki vsebujejo zaporedje s spremenljivim številom tandemskih ponovitev 
(angl. variable number of tandem repeat, VNTR) (povzeto po [15]). 
Retrotranspozone brez LTR lahko delimo tudi glede na njihovo samozadostnost in sicer 
na avtonomne in neavtonomne (slika 1a). Avtonomni transpozicijski elementi 
zapisujejo vse potrebne komponente za svoj prenos, medtem ko se neavtonomni ne 
morejo prenašati brez pomoči drugih transpozicijskih elementov. Izmed vseh 
retrotranspozonov v genomu človeka je avtonomen le LINE1, njegovi proteini pa 
pomagajo tudi pri prenašanju Alu, SVA in procesiranih psevdogenov (tj. mRNA, ki se 
reverzno prepišejo in se vključijo v genom) [4, 10, 16]. 




1.1 Retrotranspozon LINE1 
Elemente LINE delimo v več kladov, izmed katerih je najpomembnejši in najbolj 
raziskan klad LINE1 [17]. Retrotranspozon LINE1 ni prisoten le v genomih človeka in 
živali, temveč tudi pri rastlinah, kar kaže na njegovo evolucijsko starodavnost [18]. Pri 
človeku predstavlja edini še aktivni avtonomni retrotranspozon. Prisoten je v več kot 
500 000 kopijah, ki skupno zavzemajo kar 17 % genomske DNA [19], vendar pa je 
večina kopij skrajšana na 5'-koncu, preurejena ali mutirana in zato neaktivna. Trenutna 
različica človekovega genoma (GRCh38) vsebuje »le« 146 neokrnjenih kopij LINE1, ki 
so domnevno sposobne retrotranspozicije [20]. Kljub tej relativno nizki številki 
raziskave kažejo, da so nekatere izmed njih zelo aktivne (t. i. »vroči« LINE1) in 
pomembno prispevajo h genetski raznolikosti med ljudmi [21–23]. V povprečju novo 
insercijo LINE1 v svojem genomu nosi 1/95–1/250 novorojencev [24]. 
1.1.1 Struktura retrotranspozona LINE1 
ORF1 ORF2 pA
5‘ UTR 3‘ UTR







ORF0p (~ 8 kDa)
 
Slika 2: Shematski prikaz strukture človeškega elementa LINE1 in njegovih proteinskih 
produktov. V 5'-UTR se nahajata smerno in protismerno promotorsko zaporedje. Sledita zapisa 
za proteina ORF1p in ORF2p ter 3'-UTR s poliadenilacijskim signalom in zaporedjem pA. V 
nasprotni orientaciji glede na ORF1 in ORF2 se prepisuje še krajši ORF0 [28]. 
Človeški element LINE1 je dolg približno 6 kbp (slika 2). Njegova 5'-neprevedena 
regija (angl. untranslated region, UTR) vključuje dvosmerni promotor za RNA-
polimerazo II, sledita pa ji dva odprta bralna okvirja (angl. open reading frame, ORF), 
ki kodirata dva proteina s ključnima vlogama v procesu retrotranspozicije: ORF1p je 
približno 40 kDa velik RNA-vezavni protein (podrobneje opisan v poglavju 1.2), 
ORF2p pa 150 kDa velik protein z endonukleazno in reverznotranskriptazno 
aktivnostjo. V 5'-UTR LINE1 primatov je bil v protismerni orientaciji glede na ORF1 in 
ORF2 odkrit še zapis za 71-aminokislinski protein ORF0p z zaenkrat še nepojasnjeno 
vlogo [25]. Na 3'-koncu LINE1 je kratek 3'-UTR s šibkim poliadenilacijskim signalom 
in zaporedjem pA [26, 27].  




1.1.2 Mehanizem retrotranspozicije LINE1 
Po prepisu LINE1 z RNA-polimerazo II, ki prepozna promotor v 5'-UTR LINE1, se 
bicistronska mRNA poliadenilira in prenese iz jedra v citoplazmo [27] (slika 3). Tam se 
sintetizirata proteina ORF1p in ORF2p, ki se preferenčno vežeta neposredno na 
starševsko mRNA, s katere sta se prevedla (t. i. preferenca cis). Ta način omogoča 
prednostno retrotranspozicijo aktivnih kopij LINE1, medtem ko se nefunkcionalne 
kopije in druge mRNA (tj. neavtonomni mobilni elementi) prenašajo veliko redkeje 
[29]. 
mRNA LINE1, ORF1p in ORF2p v citoplazmi tvorijo ribonukleoproteinske delce (angl. 
ribonucleoprotein particle, RNP), ki so pomemben intermediat retrotranspozicije. 
Značilno zanje je, da vsebujejo mnogo molekul ORF1p in le nekaj molekul ORF2p. 
Slednji se prevaja na nekonvencionalen način – predvidoma se sintetizira le ena 
molekula ORF2p na molekulo mRNA LINE1 [27, 30, 31]. Da se retrotranspozicija 
lahko nadaljuje, se morajo ribonukleoproteinski kompleksi LINE1 vrniti v celično 
jedro. Način vnosa še ni pojasnjen. Določene raziskave predlagajo, da do njega pride ob 
razpadu jedrne membrane med mitozo [27, 32, 33], vendar pa je ta razlaga vprašljiva, 
saj retrotranspozicija (redkeje) poteka tudi v končno diferenciranih celicah, ki se ne 
delijo [34, 35]. 
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v mRNA
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Slika 3: Shematski prikaz jedrno-citoplazemskega prenosa LINE1. Po prepisu LINE1 v 
mRNA se ta prenese iz jedra v citoplazmo, kjer se sintetizirata proteina ORF1p in ORF2p, ki 
skupaj z lastno mRNA tvorita RNP. Kompleks se prenese v jedro, kjer se kopija LINE1 s 
procesom TPRT vstavi na novo mesto v genomu. Pred TPRT se ORF1p prenese iz jedra nazaj v 
citoplazmo [27, 36]. 
Nova kopija LINE1 se v genomsko DNA vključi po mehanizmu TPRT (slika 4). 
Endonukleaza ORF2p prereže kromosomsko DNA na z adeninom in timinom bogatih 
tarčnih mestih (konsenzno tarčno zaporedje je 5'-TTTT/AA-3', pri čemer poševnica 




označuje mesto cepitve). Po prekinitvi verige pride do prileganja poli-A repa mRNA 
retrotranspozona LINE1 na sproščeni s timinom bogat 3'-konec genomske DNA; 
sproščeno 3'-OH skupino genomske DNA reverznotranskriptazna domena ORF2p 
uporabi kot začetnik sinteze prve verige komplementarne DNA (angl. complementary 
DNA, cDNA) LINE1. Sledi razgradnja mRNA LINE1, sinteza druge verige cDNA 
LINE1 in dokončna vgradnja novonastale dvoverižne DNA-kopije v genom, pri čemer 
je slednja na robovih običajno obdana s kratkima podvojitvama tarčnega mesta (4–16 
bp) [12, 28, 37]. Zadnji koraki TPRT (sinteza druge verige DNA LINE1 in vgradnja 
nove kopije v genomsko DNA) še niso dobro raziskani. 
tarčno mesto v genomski DNA
nova kopija LINE1 v genomski DNA, 
obdana z duplikacijama tarčnega mesta (TSD)
ORF2p cepi genomsko DNA
ORF2p reverzno prepiše 
mRNA LINE1 v cDNA
poli-A rep mRNA LINE1 se 
veže na sproščeni 3‘-konec
cepitev druge verige v genomski 
DNA, ki služi kot osnova sinteze 
druge verige DNA LINE1
dokončna sinteza druge verige DNA
TSD TSD
Slika 4: Shematski prikaz TPRT. Endonukleaza ORF2p v tarčnem zaporedju prereže eno 
verigo genomske DNA. Poli-A rep mRNA LINE1 se prileže na sproščeni konec, ki hkrati služi 
tudi kot osnova za reverzni prepis mRNA LINE1 z reverzno transkriptazo ORF2p. Sledi sinteza 








1.1.3 Pomen LINE1 in možne posledice retrotranspozicije 
Vstavitev kopije LINE1 na novo mesto v genomu ima lahko pozitiven, nevtralen ali 
negativen učinek (slika 5). Po eni strani omogoča hitro preoblikovanje genoma, ki lahko 
populaciji v določenih primerih omogoči hitrejše prilagajanje na spreminjajoče se 



































Slika 5: Možne posledice retrotraspozicije LINE1. LINE1 lahko na različne načine vpliva na 
genom, na obstoječe gene ali/in njihovo izražanje ter prispeva k nastanku novih genov [40–42]. 
TF – transkripcijski faktor. 
V nukleotidnem zaporedju LINE1 se nahajajo številni regulatorni elementi, npr. 
vezavna mesta za transkripcijske faktorje, promotorsko zaporedje, mesta za alternativno 
izrezovanje intronov in spajanje eksonov ter poliadenilacijski signal. Ti se ob uspešni 
retrotranspoziciji prenesejo na novo mesto v genomu, kjer lahko vplivajo na izražanje 
genov ali pa spremenijo aktivnost ali/in funkcionalnost proteinov, ki jih zapisujejo 
bližnja kodirajoča zaporedja [40]. Zaradi na novo vnesenih vezavnih mest za 
transkripcijske faktorje se lahko spremeni nivo izražanja gena (lahko npr. le v 
specifičnem tkivu ali v določeni razvojni stopnji); promotorsko zaporedje LINE1 lahko 
povzroči izražanje nove izooblike določenega proteina. Če se transpozon vstavi v ekson 
ali v intronsko regijo, lahko po izrezovanju intronov in spajanju eksonov nastanejo 
nefunkcionalni prepisi mRNA, zamakne se lahko celoten bralni okvir ali pa se pojavi 
prezgodnji zaključni kodon. Zaradi tega lahko nastane protein s spremenjenim C-




koncem, kar lahko vpliva na njegovo funkcionalnost. Nivo izražanja gena se lahko 
spremeni tudi zaradi manj učinkovitega podaljševanja mRNA, ki je posledica dejstva, 
da je zaporedje LINE1 bogato z A in T [41]. Zaporedja LINE1 lahko spodbudijo tudi 
rekombinacijo med nehomolognimi kromosomi, kar lahko povzroči obsežnejše 
preureditve kromosomov [42]. 
Na novo mesto v genomu se lahko z retrotranspozicijo vstavi tudi zaporedje, daljše od 
zaporedja LINE1 samega – ker je poliadenilacijski signal v 3'-UTR LINE1 šibek, se 
prepisovanje včasih nadaljuje do naslednjega poliadenilacijskega signala v genomski 
DNA. V procesu t. i. 3'-transdukcije se lahko tako poleg zaporedja LINE1 na novo 
mesto v genomu prenese še zaporedje navzdol od izvorne kopije retrotranspozona; na ta 
način se lahko premeščajo eksoni ali regulatorna zaporedja [42, 43]. 
Čeprav se ORF1p in ORF2p običajno vežeta na lastno mRNA LINE1, pa občasno 
delujeta tudi in trans in se vežeta na druge celične mRNA, kar omogoča nastanek 
procesiranih psevdogenov [44]. Večini izmed njih sicer po vstavitvi v genomsko DNA 
manjka promotorsko zaporedje, ki pa se sčasoma lahko razvije, se vstavi z novim 
retrotranspozonom ali pa z rekombinacijo [41]. 
Uspešna retrotranspozicija (tj. vstavitev kopije LINE1 na novo mesto v genomu) pa ni 
edina pot, po kateri LINE1 vplivajo na celične procese [45]. Promotorske regije 
transpozonov omogočajo prepisovanje dolgih nekodirajočih RNA (angl. long noncoding 
RNA, lncRNA). Skoraj dve tretjini vseh lncRNA pri človeku v svojih zaporedjih 
vsebuje zaporedja transpozonov [46]. Obstaja tudi hipoteza, da so elementi LINE1 v 
kombinaciji z dolgimi nekodirajočimi RNA (ključno vlogo ima lncRNA Xist (angl.  X-
inactive specific transcript)) pomembni pri inaktivaciji kromosoma X pri ženskah [47]. 
Kopije LINE1, ki so na omenjenem kromosomu prisotne v približno dvakrat višji 
gostoti kot na avtosomih, naj bi sodelovale pri širjenju inaktivacije po celotnem 
kromosomu. S to hipotezo se sklada tudi dejstvo, da inaktivaciji najpogosteje »uidejo« 
ravno tista območja na kromosomu X, znotraj katerih je gostota LINE1 manjša [48, 49].  
1.1.4 Regulacija aktivnosti LINE1 
Nove kopije retrotranspozona prispevajo k somatski mozaičnosti osebka, lahko pa se 
vstavijo tudi v genom zarodnih celic in tako prispevajo h genetski raznolikosti osebkov 
naslednje generacije [50]. Aktivnost LINE1 je visoka zlasti v obdobju zgodnje 
embriogeneze, ko se v celicah dogaja obširno epigenetsko reprogramiranje. Predvideva 
se, da lahko previsoka ali nenadzorovana aktivnost LINE1 vodi celo do zgodnjega 
splava [51]. Tekom nadaljnjega embrionalnega razvoja se aktivnost LINE1 zmanjša – v 
večji meri se ohrani le v nevronih in njihovih predniških celicah [28, 52, 53], povečana 
pa je tudi pri določenih boleznih (poglavje 1.1.5). 




Večina (> 99 %) novonastalih kopij LINE1 se inaktivira že med samim procesom 
TPRT, ker se ne prepišejo do konca in imajo posledično skrajšan 5'-konec, so mutirane 
ali pa se vstavijo v napačni orientaciji. Kljub temu so celice razvile več dodatnih 
mehanizmov, s katerimi zavirajo aktivnost (potencialno) aktivnih kopij. Njihovo 
izražanje je v somatskih celicah običajno utišano z metilacijo CpG-otočkov v njihovih 
promotorskih regijah in z modifikacijami histonov [28, 50]. Zlasti v zarodnih celicah, v 
katerih v določenem obdobju pride do preurejanja kromatina in obširne demetilacije 
genomske DNA [54], pa so za preprečevanje razširjanja retrotranspozonov potrebni še 
drugi mehanizmi. Najpomembnejši vključuje delovanje molekul piRNA (angl. Piwi-
interacting RNA) [50].  
piRNA so skupina kratkih (24–30 nt) nekodirajočih RNA, ki se vežejo v komplekse s 
proteini Piwi. Nekatere piRNA izhajajo iz daljših zaporedij transpozicijskih elementov 
– zrele molekule piRNA se zato lahko parijo z mRNA prepisi transpozonov. Skupaj s 
piRNA se prepisom približajo tudi proteini Piwi, ki imajo endonukleazno aktivnost in 
razrežejo transpozonsko mRNA. piRNA posredno vplivajo tudi na izražanje 
retrotranspozonov, saj proteini Piwi pritegnejo tudi proteine, ki ponovno metilirajo 
promotorske regije transpozonov in s tem onemogočijo njihovo aktivnost [50, 55, 56].  
Prepisovanje LINE1 poleg epigenetskih oznak uravnavajo nekateri transkripcijski 
faktorji [39, 57], na različne načine pa jih celice zavirajo tudi posttranskripcijsko  
[12, 58]. LINE1 mRNA se lahko ob usmerjanju z miRNA [59] in siRNA [60] cepi po 
mehanizmu RNA-interference. Retrotranspozicijo zavirajo tudi nekateri celični proteini, 
izmed katerih so mnogi povezani s protivirusnim delovanjem. Mednje sodijo npr. 
citidin-deaminaze iz družine AID/APOBEC, RNA-helikaza MOV10, protivirusni 
protein s cinkovim prstom ZAP (angl. zinc-finger antiviral protein), ribonukleaza L, 
deoksinukleozid trifosfat trifosfohidrolaza SAMHD1 in DNA-eksonukleaza TREX1 
(angl. three-prime repair exonuclease 1) [12, 41, 57, 58]. 
1.1.5 Bolezni, povezane z LINE1 
Prvi primer bolezni, ki je neposredna posledica aktivnosti LINE1, so potrdili leta 1988, 
ko so pri več bolnikih s hemofilijo A odkrili insercijo LINE1 v genu za faktor VIII [61]. 
Do leta 2016 je število z LINE1 povezanih monogenskih bolezni naraslo že na 124. V 
večini primerov je bolezenski fenotip posledica insercijske mutageneze ali pa 
spremenjenega izrezovanja intronov in spajanja eksonov. Bolezni so lahko tudi 
posledica nealelne homologne rekombinacije, ki poteče med različnimi kopijami 
transpozona na homolognih kromosomih in lahko povzroči obsežnejše delecije ali 
inverzije [39].  
Spremenjeno aktivnost LINE1 povezujejo tudi s kompleksnejšimi boleznimi. Povečano 
aktivnost, ki je najverjetneje posledica hipometilacije promotorskih regij LINE1, so 
zaznali pri mnogih vrstah rakov – značilna je predvsem za tumorje, ki izhajajo iz 




epitelijskih celic. Kljub mnogim raziskavam pa še vedno ni povsem jasno, ali je 
retrotranspozicija neposredni vzrok za pojav bolezni ali pa je aktivacija procesa šele 
posledica bolezni same [12, 62]. Somatske insercije v protoonkogenih ali genih, ki 
zavirajo rast tumorjev, so doslej odkrili le v redkih primerih – npr. v genu APC (angl. 
adenomatous polyposis coli) pri bolniku z rakom debelega črevesa [63] in v genu PTEN 
(angl. phosphatase and tensin homolog) pri bolnici z endometrijskim karcinomom [64]. 
Retrotranspozicija zato v večini primerov bolj verjetno prispeva k napredovanju in ne k 
iniciaciji bolezni [39, 65]. 
Povišano aktivnost retrotranspozonov povezujejo tudi z nekaterimi nevrološkimi in 
psihiatričnimi motnjami, npr. shizofrenijo [66] in avtizmom [67], vendar pa to področje 
trenutno še ni dobro raziskano [13]. K določenim bolezenskim stanjem (npr. k 
nekaterim vrstam rakov in kroničnemu vnetju) pa prispeva že samo kopičenje 
produktov LINE1, tj. njihovih RNA, cDNA in proteinov [40, 68]. 
1.2 Protein ORF1p 
Protein ORF1p je nujno potreben za potek retrotranspozicije LINE1, vendar pa njegova 
vloga v procesu še ni povsem pojasnjena. Po aminokislinskem zaporedju ni podoben 
nobenemu znanemu proteinu in ne vsebuje znanih encimskih domen [69]. 
1.2.1 Struktura in funkcija 
N-končni del 338-aminokislinskega proteina (slika 6) je precej variabilen in ga med 
različnimi sesalskimi vrstami ni mogoče poravnati; N-končna domena (angl. N-terminal 
domain, NTD; ak 1–54) je intrinzično neurejena [70] in vsebuje dve fosforilacijski 
mesti (S18P19 in S27P28), nujno potrebni za retrotranspozicijo [71]. Sledi obvita 
vijačnica (angl. coiled coil domain, CCD; ak 55–157), ki omogoča homotrimerizacijo 
proteina. Znotraj te regije se od C-konca proti N-koncu zvrsti 14 heptadnih ponovitev, 
pri čemer se v heptadi IX nahaja insercija 3 ak, ki razbija periodičnost in omogoča 
prehajanje trimera med strukturirano in delno nestrukturirano konformacijo. C-konec 
proteina je med vrstami zelo ohranjen; vsebuje RNA-prepoznavni motiv (angl. RNA 
recognition motif, RRM; ak 256–338) in C-končno domeno (angl. C-terminal domain, 
CTD; ak 157–255) [70]. V domeni RRM se nahajata dve območji, bogati z aromatskimi 
aminokislinami, ki predvidoma omogočajo interakcije z nukleinskimi kislinami prek 
nalaganja baz in hidrofobnih interakcij [36, 69, 72–74]. V tej domeni sta poleg tega 
prisotni še dve fosforilacijski mesti (T203P204 in T213P214), ki sta prav tako nujni za 
uspešen potek retrotranspozicije, še dve (T241, T250) pa se nahajata znotraj CTD [71, 
75]. 













































Slika 6: Struktura ORF1p. a) Shematski prikaz domen ORF1p [70] in fosforilacijskih mest, ki 
vplivajo na retrotranspozicijo LINE1. b) Model 3D strukture proteina ORF1p. Model je 
pripravljen s superimpozicijo znanih kristalnih struktur posameznih delov proteina (PDB kode 
6FIA, 2YKP, 2W7A) in  modeliranjem neurejenih regij. Za primerjavo velikosti sta prikazana 
tudi predvidoma neurejena N- in C-konec proteina (vsaka kroglica predstavlja atom Cα). 
Pozitivno nabit N-konec proteina je prikazan z modrimi kroglicami. S pravokotnikom je 
označen medvrstno ohranjen del obvite vijačnice, ki zadostuje za trimerizacijo proteina. 
Preostali del obvite vijačnice je metastabilen; insercija 3 ak v heptadi IX, ki destabilizirajo 
strukturo, je prikazana in obkrožena z rožnato (prirejeno po [70]). 
ORF1p v citoplazmi kolokalizira z mRNA LINE1 [76]. Raziskave so pokazale, da z 
RNA preko domen RRM in CTD interagirajo metastabilni homotrimeri [69]. Poleg 
RNA s podobno afiniteto in prav tako sekvenčno nespecifično vežejo tudi enoverižno 
DNA, z nižjo afiniteto pa tudi nepopolno ujemajoče se duplekse [77, 78]. Vsak 
homotrimer zaseda 27–45 nukleotidov [74]. Nekatere izmed mutacij, ki vplivajo na 
sposobnost ORF1p za vezavo nukleinskih kislin, močno zmanjšajo retrotranspozicijo. 
Enak učinek pa imajo tudi določene mutacije, ki na vezavo RNA ne vplivajo, kar 
nakazuje, da ima protein v procesu retrotranspozicije zelo verjetno tudi druge vloge. 
Ena od njih je šaperonska aktivnost; na kateri stopnji retrotranspozicije je potrebna, 
zaenkrat še ni znano [36, 72]. 
Callahan in sod. ter Khazina in sod. so z in vitro eksperimenti z rekombinantnim 
ORF1p pokazali, da lahko trimeri ORF1p polimerizirajo in tvorijo kompleksnejše 
strukture [70, 78]. Te bi lahko ščitile mRNA LINE1 pred vplivom celičnih proteinov in 




preprečevale njeno deadenilacijo in razgradnjo [70], hitra polimerizacija po ribosomski 
sintezi pa bi lahko predstavljala tudi mehanizem za preprečevanje difuzije ORF1p stran 
od mRNA LINE1 [78]. Kljub temu pa ORF1p ne deluje izključno in cis, temveč tudi in 
trans, saj sodeluje tudi pri mobilizaciji elementov SVA [79] in Alu [80]. 
Nedavno so odkrili tudi, da je za uspešno retrotranspozicijo nujno potreben pozitivno 
nabit N-konec proteina. Ta bi lahko služil kot lokalizacijski ali transportni signal, ki 
usmerja ribonukleoproteinske komplekse k negativno nabitemu kromatinu ali pa k 
lipidnim dvoslojem, kar bi morda lahko omogočalo prenos kompleksov v jedro tudi v 
končno diferenciranih celicah, ki se ne delijo [70]. V prid tej hipotezi priča dejstvo, da 
so perinuklearni agregati ORF1p v mišjih spermatocitih obdani z dvojno membrano 
[81]; Horn in sod. pa poročajo, da je retrotranspozicija LINE1 odvisna od interakcije 
ORF1p s komponentami kompleksa ESCRT (angl. endosomal sorting complexes for 
transport), ki je povezan z brstenjem membrane [82]. 
Kot že omenjeno v poglavju 1.1.4, se v genomu človeka poleg neokrnjenih kopij LINE1 
nahajajo tudi takšne, ki zaradi nepopolnega 5'-konca ali prezgodnjih zaključnih kodonov 
v proteinih niso sposobne retrotranspozicije. Sokolowski in sod. so ugotovili, da se 
mnoge izmed njih kljub temu prepisujejo in prevajajo. Pokazali so, da lahko skrajšane 
različice proteina ORF1p, ki vsebujejo intaktni NTD in CCD, delujejo in trans in 
zavirajo retrotranspozicijo sicer aktivnih kopij LINE1 [83]. 
1.2.2 Celična lokalizacija 
ORF1p se v večini celic nahaja predvsem v citoplazemskih granulah, v nekaterih 
celicah pa tudi v jedrcih ali granulah znotraj jedra. Število in morfologija granul sta 
odvisna od tipa celic [27, 84]. Glede identitete granul, v katerih se nahaja ORF1p, se 
največkrat omenjajo stresne granule ali telesca P [85, 86]. Nekatere raziskave sicer 
kažejo, da ORF1p z označevalci stresnih granul kolokalizira le ob prekomernem 
izražanju ali po izpostavitvi celic stresu [84, 87]. 
Stresne granule so makromolekulski kompleksi iz mRNA in proteinov, ki v celicah 
(začasno) preprečujejo sintezo proteinov in vplivajo na celične signalne poti. Oblikujejo 
se kot odgovor na različne vrste akutnega (npr. oksidativni, metabolni in temperaturni) 
ali kroničnega stresa (npr. dolgotrajno pomanjkanje hranil, nevrodegenerativne bolezni). 
Proteinska sestava stresnih granul lahko do določene mere variira glede na vrsto stresa, 
značilno pa so prisotni RNA-vezavni proteini, npr. G3BP1 (RasGAP vezavni protein 1, 
angl. Ras GTPase-activating protein-binding protein 1), TIAR (angl. nucleolysin TIAR), 
TIA1 (angl. nucleolysin TIA-1 isoform p40), PABP (pA-vezavni protein, angl. 
polyadenylate-binding protein), HUR (angl. human antigen R), in proteini, ki sodelujejo 
pri translaciji, npr. eIF3b (podenota B evkariontskega iniciacijskega faktorja  
prevajanja 3) [88, 89]. Telesca P so še ena od različic makromolekulskih agregatov, ki 
jih najdemo v citoplazmi. Za razliko od  stresnih granul so lahko v celicah prisotna že v 




odsotnosti stresa. Povezujejo jih s skladiščenjem in z razgradnjo molekul mRNA, saj 
vsebujejo mnogo proteinov, ki so povezani s tem procesom [90]. Usmerjanje mRNA 
LINE1 v stresne granule ali telesca P bi lahko bil eden od načinov celične obrambe pred 
potencialno škodljivimi posledicami retrotranspozicije [85, 86]. 
Mita in sod. so podrobneje raziskali subcelično lokalizacijo ORF1p (in ORF2p) v 
posameznih fazah celičnega cikla. V skladu z obstoječo hipotezo, da 
ribonukleoproteinski kompleksi LINE1 najverjetneje vstopijo v jedro ob razpadu jedrne 
membrane med mitozo, so ugotovili, da se ORF1p v jedru nahaja izključno v celicah, ki 
so v fazi G1, medtem ko je v ostalih citoplazemski [27]. Koimunoprecipitacijske analize 
kažejo, da ORF1p interagira z nekaterimi proteini, ki sodelujejo pri jedrnem transportu 
(tj. z α-podenotami importinov 1–6 in z β-podenoto importina 1). Interakcije so sicer 
močno (a ne popolnoma) odvisne od prisotnosti RNA [91, 92]. V zaporedju ORF1p niso 
našli kanoničnih jedrnih lokalizacijskih signalov, so pa ugotovili, da je za jedrno 
lokalizacijo nujno potrebna določena vsota nabitih aminokislin v C-končnem delu 
proteina [92]. Mita in sod. so pokazali tudi, da se ORF1p ob napredovanju celičnega 
cikla iz faze G1 prenese nazaj v citoplazmo, predvidoma (oz. vsaj delno) s pomočjo 
eksportina 1 (CRM1), medtem ko retrotranspozicija preferenčno poteka šele v fazi S. 
Ena od možnih razlag tega dejstva predvideva, da je odstranitev ORF1p z mRNA 
LINE1 nujna za neovirano potovanje ORF2p med reverznim prepisovanjem [27]. 
1.2.3 Interakcijski partnerji 
Ribonukleoproteinski kompleksi LINE1, primarno sestavljeni iz ORF1p, ORF2p in 
LINE1 mRNA, v celicah interagirajo še z mnogimi drugimi proteini. Nekateri izmed 
njih so za retrotranspozicijo nujno potrebni, drugi pa so del celične obrambe in proces 
zavirajo [93]. Znano je, da na retrotranspozicijo vplivajo npr. procesi, povezani z 
metabolizmom RNA [94, 95], popravljanjem poškodb DNA [96] in avtofagijo [97]. 
Interakcijske partnerje proteina ORF1p oz. proteinsko sestavo ribonukleoproteinskih 
kompleksov LINE1 so preučevali že v kar nekaj raziskavah (slika 7)  
[85, 91, 93, 98, 99]. V interaktomu ORF1p prevladujejo proteini, ki vežejo RNA – 
mnoge od odkritih interakcij so posredne in odvisne od prisotnosti RNA [91, 93]. 
Taylor in sod. so pokazali, da v celicah obstajata vsaj dve različni vrsti 
ribonukleoproteinskih kompleksov LINE1; »kanonični« in jedrni. ORF1p se nahaja le v 
»kanoničnih«, ki so pretežno citoplazemski in poleg LINE1 mRNA, ORF1p in ORF2p 
vsebujejo še proteine PABPC1, PABPC4, MOV10, UPF1 (angl. regulator of nonsense 
transcripts 1) in ZCCHC3 (angl. zinc finger CCHC domain-containing protein 3). 
Proteinska sestava jedrnih kompleksov se od »kanoničnih« precej razlikuje; poleg 
ORF2p so prisotni še proteini, povezani s podvojevanjem in popravljanjem DNA: 
PURA (angl. transcriptional activator protein Pur-α), PURB (angl. transcriptional 
activator protein Pur-β), PCNA (angl. proliferating cell nuclear antigen), DNA-
topoizomeraza 1 (TOP1) in PARP1 (angl. poly [ADP-ribose] polymerase 1) [93]. 




Interakcijske partnerje ORF1p so v vseh dosedanjih proteomskih raziskavah izolirali z 
metodo koimunoprecipitacije in jih nato identificirali z masno spektrometrijo. S to 
metodo ne moremo zaznati šibkih ali/in prehodnih interakcij, ki pa so lahko ravno tako 
fiziološko pomembne. Odkrivanje tovrstnih interakcij omogočajo metode, ki temeljijo 
na označevanju bližnjih molekul z biotinom [100]. 
Taylor in sod., 
2013
Goodier in sod., 
2013

































































































































Slika 7: Primerjava proteinskih interakcijskih partnerjev ORF1p, odkritih v različnih 
proteomskih raziskavah [91, 98, 99]. Negativni regulatorji retrotranspozicije so označeni z 
rdečo, pozitivni pa z zeleno barvo.  




2 Namen dela in hipoteze 
V okviru raziskovalnega dela za magistrsko nalogo smo želeli identificirati proteine, ki 
v celicah v pogojih in vivo interagirajo s proteinom ORF1p oz. so sestavne komponente 
ribonukleoproteinskih kompleksov LINE1. Preveriti smo želeli, ali granule ORF1p 
sovpadajo s stresnimi granulami ali telesci P in kateri zunanji dejavniki lahko vplivajo 
nanje. 
Za odkrivanje proteinskih interaktorjev ORF1p smo nameravali uporabiti dve metodi: 
BAR in BioID. Oba pristopa temeljita na biotinilaciji proteinov, ki se v celicah nahajajo 
v neposredni bližini preučevanega proteina, in za razliko od koimunoprecipitacije, ki so 
jo z ORF1p že izvedli, omogočata odkrivanje tako stabilnih kot tudi šibkih in prehodnih 
interakcijskih partnerjev. Biotinilirane proteine lahko iz celičnih lizatov enostavno 
izoliramo s pomočjo imobiliziranega streptavidina, izolirane proteine pa nato 
identificiramo s tekočinsko kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo. Metodo 
BAR smo izvedli na celični liniji, ki endogeno izraža ORF1p. Metodo BioID smo 
izvedli z dvema različicama biotin ligaze, tj. z BioID2 in s TurboID. 
Z metodo BAR smo nameravali primerjati interakcijske partnerje ORF1p v celicah v 
normalnih pogojih in interakcijske partnerje proteina v celicah, izpostavljenih stresu. Z 
metodo BioID smo želeli primerjati interaktom aktivnega ORF1p in njegove neaktivne 
mutante JM111. Identificirani interakcijski partnerji bi lahko razkrili trenutno še 
neznane celične proteine, ki vplivajo na potek retrotranspozicije, in tako prispevali k 
boljšemu razumevanju tega kompleksnega procesa. Prav tako bi njihove nadaljnje 
raziskave morda lahko razjasnile še neznane vloge proteina ORF1p v procesu 
retrotranspozicije. 
Hipoteze: 
1. Protein ORF1p v celicah v fizioloških pogojih kolokalizira z označevalnimi 
proteini stresnih granul ali telesc P. 
2. Celični stres povzroči preureditev granul ORF1p. 
3. Metoda BAR omogoča identifikacijo proteinskih interakcijskih partnerjev 
endogenega ORF1p v nestresiranih in stresiranih celicah. 
4. Fuzijski proteini ORF1p (oz. njegove mutante, JM111) z bakterijsko biotin 
ligazo BioID2 ali TurboID se v aktivni obliki izražajo v sesalskih celicah in 
posnemajo celično lokalizacijo endogenega ORF1p. 
5. Metoda BioID omogoča identifikacijo proteinskih interakcijskih partnerjev 
ORF1p in njegove mutirane različice JM111. Med identificiranimi 
interakcijskimi partnerji so tako že znane kot tudi nove komponentne 
ribonukleoproteinskih kompleksov LINE1. 
 




3 Eksperimentalni del 
3.1 Materiali 
3.1.1 Aparature 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali naslednje aparature: 
• aparaturo za PCR ABI Veriti 96 (Thermo Fisher Scientific, ZDA)  
• aparaturo za PCR GeneAmp PCR System 2700 (Thermo Fisher Scientific, ZDA)  
• aparaturo za slikanje elektroforeznih gelov MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging 
Systems, Izrael) 
• aparaturo za slikanje in analizo elektroforeznih gelov in odtisov ChemiDoc MP 
(Bio-Rad, ZDA) 
• centrifugo Eppendorf 5414R (Eppendorf, Nemčija)  
• centrifugo Eppendorf 5424 (Eppendorf, Nemčija)  
• centrifugo Eppendorf 5702R (Eppendorf, Nemčija) 
• centrifugo Eppendorf 5804 R (Eppendorf, Nemčija) 
• centrifugo Eppendorf 5810R (Eppendorf, Nemčija) 
• CO2 inkubator za sesalske celice Sanyo MCO–18AIC (Panasonic, Japonska) 
• inkubator BD 23 (Binder, Nemčija)  
• inkubator Memmert INB 400 (Memmert, Nemčija) 
• invertni konfokalni fluorescenčni mikroskop Leica TCS SP8 
• invertni mikroskop Olympus CKX41 (Olympus, Japonska) 
• koncentrator miVac Duo (GeneVac, Združeno kraljestvo) 
• magnetno mešalo FB15045 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• mešalo za obračanje centrifugirk Tube Roller (Starlab, Belgija)  
• mešalo za obračanje mikrocentrifugirk VWR 13916-824 (VWR, ZDA) 
• orbitalni stresalnik Orbit LS (Labnet, ZDA) 
• pH-meter SevenEasy (Mettler Toledo, Slovenija) 
• spektrofotometer NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, ZDA)  
• spektrofotometer UV-1600PC (VWR, ZDA) 
• stresalnik Sanyo orbital incubator (Panasonic, Japonska)  
• termoblok in stresalnik PCMT (Grant-bio, Združeno kraljestvo) 
• termoblok Mini Dry Bath (Starlab, Belgija) 
• ultrazvočni razbijalnik UP100H (Hielscher Ultrasonics, Nemčija)  
• vir napetosti za AGE P25 (Biometra, Nemčija) 
• vir napetosti za NaDS-PAGE Hoefer SX 250 (Hoefer, ZDA) 
• zaščitno mikrobiološko komoro tip M15 (Iskra PIO, Slovenija) 





Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali naslednje kemikalije: 
• biotin (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• bromfenol modro (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• glicerol (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• glicin (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• goveji serumski albumin (BSA) (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• HEPES (Merck Millipore, ZDA) 
• IGEPAL CA-630 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• kalijev klorid (KCl) (VWR International, ZDA) 
• kvasni ekstrakt (Biolife Italiana, Italija) 
• litijev klorid (LiCl) (Merck, Nemčija) 
• metanol (Merck, Nemčija) 
• natrijev arzenit (NaAsO2) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• natrijev deoksiholat (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• natrijev dodecilsulfat (NaDS) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• natrijev klorid (NaCl) (Gram-Mol, Hrvaška) 
• ocetna kislina (Gram-Mol, Hrvaška) 
• pepton (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• posneto mleko v prahu (Pomurske mlekarne, Slovenija) 
• proteazni inhibitorji (Roche, Švica) 
• tetrametiletilendiamin (TEMED) (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• Tris (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Triton X-100 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Tween-20 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• vodikov peroksid (H2O2) (BELOX 30, Belinka, Slovenija) 
• β-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 
 





Vektorji, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu, so navedeni v tabeli 1. 
Tabela 1: Vektorji, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu. Za vsak vektor je 
naveden tudi namen uporabe. 
Vektor Namen 
99-gfp-LRE3 (slika 8a) matrica za pomnoževanje zapisa za ORF1p s 
PCR 
99-gfp-JM111 (slika 8b) matrica za pomnoževanje zapisa za JM111 s 
PCR 
pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS  
(Addgene, ZDA, slika 9a) 
priprava zapisa za fuzijski protein ORF1p oz. 
JM111 z biotin ligazo BioID2 na N-koncu 
pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA  
(Addgene, ZDA, slika 9b) 
priprava zapisa za fuzijski protein ORF1p oz. 
JM111 z biotin ligazo BioID2 na C-koncu 
pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS  
(Addgene, ZDA, slika 9c) 
priprava zapisov za fuzijski protein ORF1p 
oz. JM111 z biotin ligazo TurboID na  
N-koncu 
pDEST-GFP-ORF1 (slika 10c;  
izvor iz pDEST53) preučevanje granul ORF1p v transficiranih 
celicah z imunocitokemijo pDEST-Flag-ORF1 (slika 10a) 
pDEST-Flag-JM111 (slika 10a) 
pDEST-myc-ORF1 (slika 10b) preučevanje granul ORF1p v transficiranih 
celicah z imunocitokemijo 
transfekcija sesalskih celic za izvedbo 
metode BAR 








Slika 8: Vektorske karte vektorjev, namenjenih testu retrotranspozicije. a) 99-gfp-LRE3. 
b) 99-gfp-JM111. c) Podrobnejši prikaz segmenta obeh vektorjev, ki vsebuje zapis za zeleni 
fluorescenčni protein (EGFP) z vstavljenim intronskim zaporedjem. Poročevalski gen z 
intronskim zaporedjem γ-globina se nahaja v 3'-UTR LINE1 (tj. navzdol od gena ORF2) v 
nasprotni orientaciji glede na ORF1 in ORF2 pod citomegalovirusnim promotorjem (CMV). Če 
se LINE1 prepiše v mRNA in se slednja procesira, reverzno prepiše in vstavi v genom, se v 
celicah konstitutivno izraža zeleni fluorescenčni protein [101]. Vektorja smo sicer pri 
raziskovalnem delu uporabljali le kot matrici za pomnoževanje zapisov za ORF1p oz. JM111 s 
PCR. JM111 je mutiran ORF1p (A251V, R261A in R262A), ki popolnoma inhibira 
retrotranspozicijo. Slike so ustvarjene s programom SnapGene Viewer 4.2.3. 








Slika 9: Vektorske karte uporabljenih vektorjev z zapisi za biotin ligazo. a) 
pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS (Addgene, #74223) vsebuje zapis za BioID2 z oznako myc in 
omogoča pripravo fuzijskih proteinov z biotin ligazo na N-koncu. b) pcDNA3.1_MCS-BioID2-
HA (Addgene, #74224) vsebuje zapis za BioID2 z oznako HA in omogoča pripravo fuzijskih 
proteinov z biotin ligazo na C-koncu. c) pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS (Addgene, #107171) 
vsebuje zapis za TurboID z oznako 3xHA in z jedrnim lokalizacijskim signalom (NLS). Slike so 
ustvarjene s programom SnapGene Viewer 4.2.3. 








Slika 10: Vektorske karte uporabljenih vektorjev z zapisi za ORF1p z različnimi 
oznakami. a) pDEST-Flag-ORF1. Oznaka Flag je na N-koncu ORF1p. Uporabljali smo tudi 
vektor pDEST-Flag-JM111, ki je identičen pDEST-Flag-ORF1, le da ima namesto zapisa za 
ORF1p zapis za njegovo mutirano različico JM111. b) pDEST-myc-ORF1. Oznaka myc je na 
N-koncu ORF1p. c) pDEST-GFP-ORF1. Vektor izvira iz pDEST53, GFP je na N-koncu 
ORF1p. V vse prikazane vektorje so bili vključki (zapis za ORF1p oz. zapis za JM111) 
vstavljeni s sistemom Gateway. Slike so ustvarjene s programom SnapGene Viewer 4.2.3. 




3.1.4 Molekulsko kloniranje 
3.1.4.1 Začetni oligonukleotidi 
Pri molekulskem kloniranju uporabljeni začetni oligonukleotidi (z. o.) so navedeni v 
tabeli 2. 
Tabela 2: Seznam začetnih oligonukleotidov, uporabljenih pri molekulskem kloniranju. V 
oznaki z. o. je navedeno, ali gre za smerni (F) ali protismerni (R) z. o.. 
Oznaka z. o. Nukleotidno zaporedje 5' → 3' Namen 
ORF1BioF CGCCGGAATTCATGGGGAAAAAACAG
AACAGAA kloniranje zapisa za ORF1p oz. 
JM111 v vektor pcDNA3.1_myc-
BioID2-MCS (prek restrikcijskih 






kloniranje zapisa za ORF1p oz. 












kloniranje zapisa za ORF1p oz. 
JM111 z različnimi dolžinami 
povezovalnega zaporedja v 
vektor pCDNA3_3xHA-
TurboID-NLS (prek 
















vstavitev Kozakinega zaporedja v 
vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-
HA (kloniranje IVA) 3.1_insR GACCATGGTACGACCGGTTAACAGGC
CTT 
CMV F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG PCR na osnovi kolonije in 
priprava vzorcev za določanje 
zaporedja 
BGH R TAGAAGGCACAGTCGAGG 




3.1.4.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Za izvedbo PCR smo uporabljali: 
• DNA-polimerazo Phusion Hot Start II (2U/μL) (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA),  
• 5-kratni pufer Phusion HF (Thermo Fisher Scientific, ZDA) oz. 5-kratni pufer 
Phusion GC (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
• 10 mM mešanico deoksiribonukleotidov (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
• začetne oligonukleotide (tabela 2), 
• ustrezne matrične DNA (tabela 1). 
S PCR smo v nekaterih primerih preverjali tudi uspešnost vstavitve vključka v ciljni 
vektor. Izvedli smo PCR na osnovi kolonije, za katerega smo poleg začetnih 
oligonukleotidov, navedenih v tabeli 2, uporabljali komercialno predpripravljeno 
mešanico za PCR z DNA-polimerazo Taq (Invitrogen, ZDA). 
3.1.4.3 Restrikcija 
Za restrikcijo smo uporabljali restriktaze EcoRI (MBI Fermentas, ZDA), BamHI 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) in XbaI (Thermo Fisher Scientific, ZDA) ter 10-kratni 
pufer Tango (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
3.1.4.4 Ligacija 
Za ligacijo vključkov v vektorje smo uporabljali DNA-ligazo T4 (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) in 10-kratni reakcijski pufer za DNA-ligazo T4 (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). 
3.1.4.5 Bakterijski sevi in gojišča 
Za pomnoževanje plazmidnih vektorjev smo uporabljali bakterije E. coli DH5α. Gojili 
smo jih v tekočem gojišču LB (5 g/L kvasnega ekstrakta, 10 g/L peptona in 10 g/L 
NaCl) ali na ploščah s trdnim gojiščem LB (5 g/L kvasnega ekstrakta, 10 g/L peptona, 
10 g/L NaCl in 20 g/L agarja), ki smo jima dodali antibiotik ampicilin do končne 
koncentracije 100 μg/mL (vsi vektorji, ki smo jih uporabljali, vsebujejo gen za 
odpornost na ampicilin). 
3.1.4.6 Agarozna gelska elektroforeza (AGE) 
Za pripravo agaroznih gelov za AGE smo uporabljali agarozo, etidijev bromid in pufer 
TAE (40 mM Tris, pH 8,0, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA). Za vlivanje gelov in 
izvedbo elektroforeze smo uporabljali različno velike kadičke iz linije Owl Separation 
Systems (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
Pred nanosom smo vzorcem dodali 6-kratni nanašalni pufer (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA). Velikost produktov na gelu smo vizualizirali s pomočjo standardov velikosti 




GeneRuler 1 kbp Ladder (Thermo Fisher Scientific, ZDA) ali GeneRuler 100 bp Ladder 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
3.1.4.7  Komercialni kompleti reagentov za izolacijo nukleinskih kislin 
Za izolacijo DNA iz agaroznega gela smo uporabljali komplet reagentov E.Z.N.A. Gel 
Extraction Kit (Omega Bio-tek, ZDA). 
Za izolacijo manjših količin plazmidne DNA iz prekonočnih tekočih bakterijskih kultur 
smo uporabljali komercialni komplet reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA), za izolacijo večjih količin plazmidne DNA pa 
komplet reagentov E.Z.N.A. Endo-Free Plasmid Maxi Kit (Omega Bio-tek, ZDA). 
3.1.5  Materiali pri delu s sesalskimi celičnimi kulturami 
Za eksperimente smo uporabljali trajne človeške celične kulture HEK 293T, HeLa, 
2102Ep, nTERA2 in s sistemom Flp-In pripravljeno ekspresijsko celično linijo SH-
SY5Y, ki po indukciji z doksiciklinom izraža fuzijski protein mScarlet-G3BP1-Myc 
(celična linija TR-Flp-In SH-SY5Y mScarlet-G3BP1-Myc). 
Pri rutinskem delu s celičnimi kulturami smo uporabljali: 
• medij cDMEM, ki smo ga pripravili iz medija DMEM + GlutaMAX (Gibco – 
Thermo Fisher Scientific, ZDA) z dodatkom toplotno inaktiviranega seruma 
goveda (Gibco – Thermo Fisher Scientific, ZDA) v končni koncentraciji 10 % in 
antibiotikov penicilina in streptomicina (Gibco – Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) v končni koncentraciji 1 %; v cDMEM za gojenje TR-Flp-In SH-SY5Y 
mScarlet-G3BP1-Myc smo dodali še selekcijski antibiotik higromicin 
(InvivoGen, ZDA) v končni koncentraciji 200 μg/mL 
• DPBS (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• TrypLE Select (Gibco – Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• raztopino poli-L-lizina (Sigma-Aldrich, ZDA) 
Za vnos plazmidne DNA v sesalske celice smo uporabljali transfekcijski reagent X-
tremeGENE 9 (Roche, Švica) in medij Opti-MEM (Gibco – Thermo Fisher Scientific, 
ZDA).  
Za indukcijo izražanja proteina G3BP1 v celični liniji TR-Flp-In SH-SY5Y mScarlet-
G3BP1-Myc smo uporabljali antibiotik doksiciklin (InvivoGen, ZDA) v končni 
koncentraciji 1 μg/mL. 
Za stresiranje sesalskih celičnih kultur smo uporabljali NaAsO2, DTT, NaCl in H2O2 oz. 
kombinacije naštetih stresorjev. 
 




3.1.5.1 Priprava lizatov sesalskih celičnih kultur 
Za pripravo celičnih lizatov smo uporabljali 1-kratni nanašalni pufer za NaDS-PAGE z 
DTT. Slednjega smo pripravili iz 5-kratnega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE (200 
mM Tris, pH 6,8, 8-odstotni NaDS, 0,4-odstotno bromfenol modro, 50-odstotni glicerol, 
2-odstotni β-merkaptoetanol), ki smo ga redčili z vodo in mu dodali založno raztopino 1 
M DTT do končne 0,1 M koncentracije. 
3.1.5.2 Imunocitokemija in konfokalna fluorescenčna mikroskopija 
Za izvedbo imunocitokemije smo uporabljali: 
• DPBS (Sigma-Aldrich, ZDA) za spiranje celic,  
• raztopino 4-odstotnega formaldehida v DPBS, pripravljeno iz 16-odstotne 
raztopine formaldehida (Thermo Fisher Scientific, ZDA) za fiksacijo celic, 
• raztopino 5-odstotnega FBS (Thermo Fisher Scientific, ZDA) ali BSA  
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) v DPBS (Sigma-Aldrich, ZDA) z 0,1-
odstotnim detergentom Triton X-100 (Sigma-Aldrich, ZDA) za blokiranje, 
permeabilizacijo in redčenje protiteles, 
• ustrezno redčena protitelesa (tabela 3). 
• vklopno sredstvo proti bledenju ProLong Gold z barvilom DAPI (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA)  
• krovna in objektna stekelca (Carl Roth, Nemčija) 
Preparate smo opazovali pod invertnim konfokalnim fluorescenčnim mikroskopom 
Leica TCS SP8 (Leica Microsystems, Nemčija). Za opazovanje vzorcev pri največji 
povečavi (63x) smo uporabljali imerzijsko olje TypeF Immersion liquid (Leica 
Microsystems, Nemčija). 




Tabela 3: Protitelesa in označevalci, ki smo jih uporabljali za imunocitokemijo. Za vsako 






anti-DCP1A miš Santa Cruz 
Biotechnology, ZDA 
sc-100706 1:100 
anti-Flag miš Sigma-Aldrich, ZDA F3165 1:150 
anti-HA miš Sigma-Aldrich, ZDA H3663 1:500 
anti-mišje, konjugirano z 
barvilom Alexa Fluor 
488 
koza Cell Signaling 
Technology, ZDA 
4408 1:2000 
anti-mišje, konjugirano z 
barvilom Alexa Fluor 
546 
koza Invitrogen – Thermo 
Fisher Scientific, ZDA 
A21123 1:600 
anti-mišje, konjugirano z 
barvilom Alexa Fluor 
647 
koza Cell Signaling 
Technology, ZDA 
4410 1:2000 















anti-PABP miš Santa Cruz 
Biotechnology, ZDA 
sc-32318 1:100 
anti-zajčje, konjugirano z 
barvilom Alexa 488 
koza Cell Signaling 
Technology, ZDA 
4412 1:2000 
anti-zajčje, konjugirano z 
barvilom Alexa 647 
koza Cell Signaling 
Technology, ZDA 
4414 1:2000 





3.1.6 Materiali pri metodah za določanje interakcijskih partnerjev proteina na 
osnovi bližine 
3.1.6.1 Biotinilacija s prepoznavo protitelesa (BAR) 
Za izvedbo metode BAR smo za fiksacijo celic uporabljali raztopino 4-odstotnega 
formaldehida v PBS (pripravljeno iz 16-odstotne raztopine formaldehida (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA) in DPBS (Sigma-Aldrich, ZDA)) ter PBS z 0,5-odstotnim 




detergentom Triton X-100 za njihovo permeabilizacijo. V sledečih stopnjah smo 
uporabljali primarna zajčja poliklonska protitelesa proti ORF1p in sekundarna kozja 
protizajčja protitelesa, konjugirana s HRP, ter naslednje komponente iz kompleta 
reagentov Biotin-XX Tyramide SuperBoost Kit, Streptavidin (Invitrogen – Thermo 
Fisher Scientific, ZDA):  
• raztopino 3-odstotnega H2O2,  
• blokirno raztopino (10-odstotni kozji serum) 
• 100-kratno založno raztopino biotin-XX tiramida v DMSO 
• 20-kratni reakcijski pufer 
• reagent za ustavitev reakcije 
Za izolacijo biotiniliranih proteinov s testom »pull down« smo uporabljali magnetne 
kroglice, konjugirane s streptavidinom (Roche, Švica), ki smo jih spirali s pomočjo 
magnetnega stojala SureBeads (Bio-Rad, ZDA). V tabeli 4 so sestave pufrov, ki smo jih 
potrebovali za izvedbo testa. 
Tabela 4: Pufri za izvedbo testa »pull down« po metodi BAR. Navedena je tudi sestava 
vsakega pufra. 
Pufer Sestava 
PBS 137 mM NaCl,  
2,7 mM KCl,  
10 mM Na2HPO4,  
2 mM KH2PO4 
PBST 0,05-odstotni Tween-20 v PBS 
lizni pufer 2-odstotni NaDS,  
1,3-odstotni natrijev deoksiholat v PBST 
pufer z visoko vsebnostjo soli 1 M NaCl v PBS 
nanašalni pufer za NaDS-PAGE z DTT 1-kratni NaDS-PAGE nanašalni pufer z 0,1 
M DTT 
 
3.1.6.2 Biotinska identifikacija (BioID) 
Pri metodi BioID smo izbrano celično linijo transficirali s transfekcijskim reagentom X-
tremeGENE 9 (Roche, Švica) in ji po določenem času dodali raztopino biotina (Sigma-
Aldrich, ZDA) v cDMEM. Iz celičnih lizatov smo biotinilirane proteine izolirali s 
pomočjo s streptavidinom konjugiranih magnetnih kroglic Dynabeads MyOne 
Streptavidin T1 (Invitrogen – Thermo Fisher Scientific, ZDA) in magnetnega stojala 
SureBeads (Bio-Rad, ZDA). Pufri za test »pull down« in njihova sestava so navedeni v 
tabeli 5. 




Tabela 5: Pufri za izvedbo testa »pull down« po metodi BioID. Navedena je tudi sestava 
vsakega pufra. 
Pufer Sestava 
lizni pufer 50 mM Tris, pH 7,4,  
500 mM NaCl,  
0,2-odstotni NaDS,  
1 mM DTT,  
1-kratni proteazni inhibitorji 
2-odstotni NaDS 2-odstotni (w/v) NaDS 
pufer za spiranje 1 0,1-odstotni (w/v) natrijev deoksiholat,  
1-odstotni (w/v) Triton X-100,  
1 mM EDTA,  
500 mM NaCl,  
50 mM HEPES, pH 7,5 
pufer za spiranje 2 0,5-odstotni (w/v) natrijev deoksiholat,  
0,1-odstotni (w/v) IGEPAL CA-630, 
1 mM EDTA, 
250 mM LiCl,  
10 mM Tris, pH 7,4 
50 mM Tris, pH 7,5 50 mM Tris, pH 7,5 
NaDS-PAGE nanašalni pufer z DTT 1-kratni NaDS-PAGE nanašalni pufer z 0,1 
M DTT 
 
3.1.6.3 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(NaDS-PAGE) 
Poliakrilamidne gele za NaDS-PAGE smo iz komponent v tabeli 6 pripravljali s 
kompletom za pripravo poliakrilamidnih gelov SureCast Handcast System (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA). Občasno smo uporabljali tudi komercialne 12-odstotne ali 
gradientne (8–16-odstotne) poliakrilamidne gele (Invitrogen – Thermo Fisher Scientific, 
ZDA). 
Poleg proteinskih vzorcev smo na gel za vizualizacijo velikosti proteinov nanesli tudi 
proteinski standard velikosti. Uporabljali smo naslednja standarda: 
• Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in 
• Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
 




Tabela 6: Sestava gelov za NaDS-PAGE. V tabeli je podana sestava za 12,5-odstotni ločevalni 





dH2O 6,83 mL 3,69 mL 
4-kratni ločevalni pufer za poliakrilamidni 
gel z NaDS (1,5 M Tris, pH 8,8) 
4 mL / 
4-kratni koncentracijski pufer za 
poliakrilamidni gel z NaDS (0,5 M Tris,  
pH 6,8) 
/ 1,5 mL 
40-odstotni (w/v) akrilamid-bisakrilamid 5 mL 0,75 mL 
10-odstotni (w/v) NaDS 160 μL 60 μL 
TEMED 24 μL 9 μL 
10-odstoten (w/v) APS 48 μL 18 μL 
Skupni volumen 16 mL 6 mL 
Pufer za NaDS-PAGE smo pripravljali iz 10-kratne založne raztopine (25 mM Tris, 192 
mM glicin, 0,1-odstotni NaDS). Ločevanje proteinov smo izvajali s pomočjo 
vertikalnega elektroforeznega sistema Mini Gel Tank (Invitrogen – Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). 
3.1.6.4 Barvanje z barviloma Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R-250) 
Po ločevanju proteinov v električnem polju smo gele barvali v barvalni raztopini (0,05-
odstotni CBB R-250, 30-odstotni etanol, 5-odstotna ocetna kislina), ki smo jo 
predhodno v razmerju 1:1 zmešali z 20-odstotno ocetno kislino. Za razbarvanje smo 
uporabljali razbarvalno raztopino (30-odstotni etanol, 10-odstotna ocetna kislina). 
3.1.6.5 Barvanje s srebrom 
Za barvanje s srebrom smo uporabljali fiksirno raztopino (30-odstotni etanol, 10-
odstotna ocetna kislina) ter kemikalije in raztopine iz kompleta reagentov PlusOne 
Silver Staining Kit, Protein (GE Healthcare, ZDA). 
3.1.6.6 Prenos western in imunodetekcija 
Za prenos western smo uporabljali: 
• 1-kratni pufer za prenos western (20-odstotni (v/v) metanol, 25 mM Tris, 192 
mM glicin, pH 8,3), ki smo ga pripravili z redčenjem 10-kratne založne 
raztopine (250 mM Tris, 1920 mM glicin) in dodatkom metanola, 
• nitrocelulozno membrano (Sartorius Stedim Biotech, Nemčija) ali membrano 
PVDF (Sigma-Aldrich, ZDA); slednjo smo pred uporabo aktivirali z metanolom, 
• sistem za prenos western Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad Laboratories, ZDA) 




Za imunodetekcijo proteinov na membrani po prenosu western smo poleg protiteles 
(tabela 7) uporabljali pufer PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 
KH2PO4), pufer PBST (PBS z 0,05-odstotnim Tween-20), blokirno raztopino (5-
odstotno mleko v PBST ali 5-odstotni BSA v PBST) ter pufer za odstranjevanje 
protiteles (0,2 M glicin, 0,1-odstotni (w/v) NaDS, 1-odstotni (w/v) Tween 20, pH 2,2). 
Za detekcijo proteinov na membrani prek kemoluminiscence smo uporabljali substrate 
Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, ZDA), Clarity Max Western ECL Substrate 
(Bio-Rad, ZDA), Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) ali Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
kemoluminiscenco smo detektirali na fotografskem filmu z ročnim razvijanjem 
(uporabljali smo ojačevalno kaseto Hyperscreen (Amersham Biosciences, Združeno 
kraljestvo)) ali pa z napravo ChemiDoc MP (Bio-Rad, ZDA). 
Tabela 7: Protitelesa, ki smo jih uporabljali za imunodetekcijo po prenosu western. Pri 










anti-HA miš Sigma-Aldrich, 
ZDA 
H3663 1:4000 
anti-ORF1p zajec Biogenes, 
Nemčija 
/ (izdelana po 
naročilu) 
1:1000 
anti-GAPDH miš Proteintech, 
ZDA 
60004-1-Ig 1:5000 
streptavidin-HRP / GE Healthcare, 
ZDA 
RPN1051-2ML 1:5000 
anti-mišja-HRP koza Millipore, ZDA AP124P 1:10000 










    





3.2.1 Molekulsko kloniranje 
K napredku bioloških znanosti je ključno prispevala metoda PCR, ki je osnova različnih 
tehnik molekulskega kloniranja. Gre za reakcijo, s katero lahko pomnožimo katerikoli 
odsek matrične DNA. Reakcijska mešanica mora poleg matrične DNA vsebovati še 
ustrezen pufer, ustrezna začetna oligonukleotida, deoksinukleotide in DNA-polimerazo. 
Za uspešno pomnoževanje je ključnega pomena tudi ustrezen temperaturni režim – med 
reakcijo temperaturo ciklično spreminjamo in s tem omogočimo ciklično ponavljanje 
treh stopenj: denaturacije matrične DNA, prileganja začetnih oligonukleotidov in 
podaljševanja le-teh na 3'-koncu s pomočjo DNA-polimeraze. V vsakem dodatnem 
ciklu se število kopij pomnoževanega zaporedja podvoji [102]. 
Molekulsko kloniranje vključuje različne tehnike pomnoževanja in vstavljanja 
segmentov DNA v nova vektorska ogrodja. Pri najbolj običajnem postopku vključek 
pomnožimo s PCR, nato pa produkt in ciljni vektor obdelamo z restrikcijskimi 
endonukleazami. Tako ustvarimo kompatibilne konce, ki omogočajo sestavljanje 
fragmentov, ki ju nato le še spojimo z DNA-ligazo. Ker so encimi relativno dragi in ker 
je opisani postopek precej dolgotrajen, so razvili že precej novih metod – ena izmed 
novejših je kloniranje s sestavljanjem in vivo (angl. in vivo assembly, IVA). Pri tej 
metodi vključek (ali pa več vključkov hkrati) in ciljni vektor pomnožimo v isti reakciji 
PCR, pri čemer produktom prek začetnih oligonukleotidov dodamo ustrezne homologne 
regije za rekombinacijo. Reakcijsko mešanico po PCR obdelamo z restriktazo DpnI, ki 
razgradi metilirano matrično DNA (ne pa tudi nemetiliranega produkta PCR), nato pa 
mešanico uporabimo za transformacijo kompetentnih bakterij. V teh se produkti 
sestavijo v želenem zaporedju in orientaciji, saj med homolognimi regijami poteče 
homologna rekombinacija [103].  
V okviru magistrskega dela smo za pripravo želenih vektorskih konstruktov uporabljali 
tako klasičen način kloniranja z restrikcijo in ligacijo kot tudi kloniranje IVA. Pripravili 
smo zapise za fuzijske proteine ORF1p oz. njegove mutirane različice JM111 z biotin 
ligazo BioID2 na N- in na C-koncu proteina. Poleg tega smo pripravili še zapise za po 
tri različice fuzijskih proteinov ORF1p oz. JM111 z biotin ligazo TurboID na N-koncu, 
ki so se razlikovali v dolžini povezovalnega zaporedja med fuzijskima partnerjema. 
3.2.1.1 Vnos zapisa za ORF1 oz. JM111 v vektor pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS 
Zapis za ORF1p oz. njegovo mutirano različico JM111 smo v vektor pcDNA3.1_myc-
BioID2-MCS vnesli prek restrikcijskih mest za EcoRI in BamHI v poliklonskem mestu 
vektorja in tako pripravili zapis za fuzijski protein ORF1p oz. JM111 z BioID2 na N-
koncu. Med koncem BioID2 in začetkom ORF1p oz. JM111 je ostalo 13 aminokislin 
dolgo povezovalno zaporedje. Nukleotidna zaporedja, ki jih prepoznavata izbrani 
restriktazi, smo zapisu za ORF1p oz. JM111 dodali prek začetnih oligonukleotidov, ki 




smo jih uporabili za pomnoževanje vključka s PCR. Sestava reakcijske mešanice je 
podana v tabeli 8, temperaturni program pomnoževanja pa v tabeli 9. 
Tabela 8: Sestava reakcijske mešanice za PCR-pomnoževanje zapisov za ORF1p in JM111 
za pripravo konstruktov myc-BioID2-ORF1p in myc-BioID2-JM111. Kot matrico za 
pomnoževanje smo za ORF1p uporabili vektor 99-gfp-LRE3, za JM111 pa vektor 99-gfp-
JM111. 
Komponenta Volumen [μL] 
5-kratni pufer Phusion HF  5 
mešanica dNTP (10 mM) 0,5 
smerni z. o.: ORF1BioF (10 μM) 1,25 
protismerni z. o.: ORF1BioR oz. JMIIIBioR (10 μM) 1,25 
matrična DNA: 99-gfp-LRE3 (50 ng/μL) oz. 99-gfp-JM111 (50 ng/μL) 1 




Tabela 9: Temperaturni program PCR-pomnoževanja zapisa za ORF1p in JM111 za 
pripravo konstruktov myc-BioID2-ORF1p in myc-BioID2-JM111.  
Korak Temperatura [°C] Čas Število ciklov 
začetna denaturacija 98 1 min 1 
denaturacija 










končno podaljševanje 72 6 min 1 
ohlajanje 4 ∞ 1 
Uspešnost pomnoževanja smo preverili z AGE (poglavje 3.2.1.5) – celotno reakcijsko 
mešanico smo nanesli na 1-odstotni agarozni gel in po končanem ločevanju iz njega 
izrezali liso pri pričakovani velikosti (pomnožek je dolg 1037 bp). DNA smo iz gela 
izolirali s kompletom reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit po navodilih proizvajalca. 
V naslednjem koraku smo PCR-pomnožka ORF1p in JM111 ter vektor 
pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS obdelali z restriktazama EcoRI in BamHI, da smo dobili 
linearne molekule DNA s prilegajočimi se lepljivimi konci. Sestava restrikcijske 
mešanice je v tabeli 10. 




Tabela 10: Restrikcijska mešanica za rezanje PCR-pomnožkov ORF1p in JM111 ter 
vektorja pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS z EcoRI in BamHI. Reakcijsko zmes smo inkubirali 
1 h pri 37 °C. 
Komponenta Volumen [μL] 
EcoRI (10 U/μL) 0,5 
BamHI (10 U/μL) 1 
10-kratni pufer Tango 7 
DNA* x** 
dH2O 26,5 – x 
Skupaj 35 
*Plazmid pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS oz. iz gela izoliran PCR-produkt ORF1p ali JM111. 
**Pri plazmidu pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS smo za restrikcijo uporabili volumen, ki je vseboval 1 μg 
plazmida, pri PCR-pomnožkih ORF1p in JM111 pa približno 400 ng DNA. 
Po končani restrikciji smo celotne reakcijske mešanice ponovno nanesli na 1-odstotni 
agarozni gel in izvedli AGE. Iz gela smo izrezali lise pri pričakovanih velikostih (1027 
bp za rezan ORF1p oz. JM111 ter 6123 bp za rezan vektor) in iz njih izolirali DNA s 
kompletom reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit. 
Iz izoliranih produktov restrikcije smo pripravili ligacijsko mešanico (tabela 11). 
Preračunali smo, koliko rezanega vektorja in vključkov moramo zmešati, da bo molsko 
razmerje med vključkom in vektorjem 1:5, če damo v reakcijo 40 ng rezanega vektorja. 
Ker je ligacija učinkovitejša v manjših volumnih, smo pripravili mešanico s končnim 
volumnom 15 μL (DNA smo pred dodatkom reakcijskega pufra in DNA-ligaze T4 
skoncentrirali z napravo miVac). Čez noč smo jo inkubirali pri 16 °C in naslednji dan z 
njo transformirali kompetentne bakterije E. coli DH5α (poglavje 3.2.1.7). 
Tabela 11: Sestava ligacijske mešanice za ligacijo zapisa za ORF1p oz. JM111 v vektor 
pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS. Pripravljeno mešanico smo čez noč inkubirali pri 16 °C. 
Komponenta Volumen [μL] 
z EcoRI in BamHI rezan vektor pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS x* 
z EcoRI in BamHI rezan vključek ORF1p ali JM111 y** 
10-kratni reakcijski pufer za ligazo T4 1,5 
DNA-ligaza T4 (1 U/μL) 0,5 
dH2O 13 – x – y 
Skupaj 15 
 *Uporabili smo volumen, ki je vseboval 40 ng rezanega plazmida. 
**Uporabili smo volumen, ki je vseboval 33 ng rezanega vključka, kar ustreza molskemu razmerju 
vključka in vektorja 5:1. 
 




Iz nekaj izbranih zraslih kolonij smo pripravili po 5 mL prekonočnih kultur v tekočem 
gojišču LBA in jih uporabili za izolacijo plazmidne DNA s kompletom reagentov 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (poglavje 3.2.1.8). Prisotnost vključkov v izoliranih 
plazmidih smo preverili z rezanjem približno 300 ng plazmida z 0,5 μL EcoRI  
(10 U/μL) in 0,5 μL BamHI (10 U/μL) v 2-kratnem reakcijskem pufru Tango. Pripravili 
smo reakcijsko mešanico s končnim volumnom 20 μL in jo inkubirali 1 h pri 37 °C, 
nakar smo jo nanesli na 1-odstotni agarozni gel, izvedli AGE in preverili, če je prišlo do 
izreza ~ 1 kbp dolgega vključka ORF1p oz. JM111. Iz izbranih pozitivnih klonov smo 
pripravili vzorce za določanje nukleotidnega zaporedja (poglavje 3.2.1.10) s katerim 
smo potrdili, da v zaporedju ni neželenih mutacij. 
3.2.1.2 Vnos zapisa za ORF1 oz. JM111 v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA 
Zapis za ORF1p oz. JM111 smo v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA vnesli s 
kloniranjem IVA in tako pripravili zapis za fuzijski protein ORF1p oz. JM111 z biotin 
ligazo BioID2 na C-koncu. Med koncem ORF1p oz. JM111 in začetkom BioID2 smo 
pustili 8-aminokislinsko povezovalno zaporedje. 5'- in 3'-končna zaporedja za 
homologno rekombinacijo z zaporedji ciljnega vektorja ob tarčnem mestu vstavljanja 
smo k zapisu za ORF1p oz. JM111 dodali prek repov začetnih oligonukleotidov, ki smo 
jih uporabili za pomnoževanje vključkov s PCR. Za učinkovito rekombinacijo je 
priporočljivo, da je dolžina z začetnimi oligonukleotidi dodanih homolognih regij več 
kot 15 nt [103]; naše homologne regije so dolge 21 nt. 
Kot smo že omenili, moramo pri kloniranju IVA s PCR poleg vključka z dodanimi 
zaporedji za homologno rekombinacijo pomnožiti oz. linearizirati tudi tarčni vektor. 
Obe zaporedji lahko pomnožimo v eni reakciji, zaradi dolžine tarčnega vektorja pa je 
pomembno, da za pomnoževanje uporabimo DNA-polimerazo, ki dela čim manj napak 
[103]. Ena od takšnih je polimeraza Phusion, ki dela 50-krat manj napak kot polimeraza 
Taq in 6-krat manj napak kot polimeraza Pfu [104]. Sestava reakcijske mešanice, v 
kateri smo s polimerazo Phusion pomnožili tako zapis za ORF1p oz. JM111 kot tudi 
vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA, je prikazana v tabeli 12, temperaturni program 
pomnoževanja pa v tabeli 13. 




Tabela 12: Sestava reakcijske mešanice za PCR-pomnoževanje vključkov ORF1p oz. 
JM111 in ciljnega vektorja pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA za pripravo konstruktov ORF1p-
BioID2-HA oz. JM111-BioID2-HA. Vključek in ciljni vektor smo pomnožili v isti reakciji 
PCR. Kot matrico za pomnoževanje smo za ORF1p uporabili vektor 99-gfp-LRE3, za JM111 
vektor 99-gfp-JM111, za ciljni vektor pa vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA. 
Komponenta Volumen [μL] 
5-kratni pufer Phusion GC 5 
mešanica dNTP (10 mM) 0,5 
smerni z. o.: 
IVABID2F (10 μM) in 




protismerni z. o.: 
IVABID2R (10 μM) in 





pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA (50 ng/μL) in 








Tabela 13: Temperaturni program PCR-pomnoževanja vključkov ORF1p oz. JM111 in 
ciljnega vektorja pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA za pripravo konstruktov ORF1p-BioID2-
HA oz. JM111-BioID2-HA. 
Korak Temperatura [°C] Čas Število ciklov 












končno podaljševanje 72 8 min 1 
ohlajanje 4 ∞ 1 
 
 




Uspešnost pomnoževanja smo preverili z AGE. Na 1-odstotni agarozni gel smo nanesli 
5 μL reakcijske mešanice po PCR in po končanem ločevanju preverili, ali sta se 
pomnožila tako vektor (6112 bp) kot tudi vključek (1056 bp). Po potrditvi uspešnosti 
pomnoževanja smo v preostanek (20 μL) reakcijske mešanice dodali 10-kratni 
reakcijski pufer Tango do končne 1-kratne koncentracije ter 1 μL restriktaze DpnI. 
Mešanico smo inkubirali nekaj ur ali čez noč pri 37 °C. 
Po razgradnji matrične DNA z DpnI smo izvedli transformacijo kompetentnih E. coli 
DH5α (poglavje 3.2.1.7). Uporabili smo 4 μL te reakcijske mešanice in bakterije po 
končanem postopku razmazali na ploščo s trdnim gojiščem LBA. Naslednji dan smo 
prisotnost vključkov v izbranih zraslih bakterijskih kolonijah preverili s PCR na osnovi 
kolonije. Zanj smo uporabljali predpripravljeno reakcijsko mešanico PCR SuperMix s 
polimerazo Taq (sestava reakcijske mešanice je v tabeli 14, temperaturni program 
pomnoževanja pa v tabeli 15). Namesto izolirane matrične DNA smo v reakcijsko 
mešanico s sterilnim nastavkom pipete vnesli nekaj bakterij iz posamezne kolonije (z 
istim nastavkom smo naredili tudi razmaz na trdno gojišče ter inokulirali še 5 mL 
tekočega gojišča LBA za prekonočno kulturo). Med segrevanjem reakcijske mešanice v 
napravi za PCR bakterijske celice lizirajo, sproščena plazmidna DNA pa lahko služi kot 
matrica za prileganje začetnih oligonukleotidov. Po končanem pomnoževanju smo 
celotne reakcijske mešanice nanesli na 1-odstotni agarozni gel in preverili, ali so 
prisotni produkti pričakovane dolžine. Če se je vključek ORF1p oz. JM111 uspešno 
vstavil v vektor, je bil produkt dolg ~ 2 kbp, pri praznih vektorjih pa ~ 1 kbp. Naslednji 
dan smo iz prekonočnih kultur pozitivnih kolonij izolirali plazmidno DNA s kompletom 
reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit ter pripravili vzorce za določanje zaporedja 
(poglavje 3.2.1.10). 
Tabela 14: Sestava reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije za preverjanje 
prisotnosti vključkov ORF1p oz. JM111 v pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA. Matrično DNA 
smo v reakcijsko mešanico dodali tako, da smo s sterilnim nastavkom pipete vnesli nekaj 
bakterij iz izbrane kolonije. 
Komponenta Volumen [μL] 
SuperMix 22,5 
smerni z. o. CMV F (10 μM) 0,5 
protismerni z. o. BGH R (10 μM) 0,5 
matrična DNA / 
dH2O 1,5 
Skupaj 25 




Tabela 15: Temperaturni program za PCR na osnovi kolonije za preverjanje prisotnosti 
vključkov ORF1p oz. JM111 v pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA. 
Korak Temperatura [°C] Čas Število ciklov 












končno podaljševanje 72 7 min 1 
ohlajanje 4 ∞ 1 
3.2.1.3 Vnos Kozakinega zaporedja v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA 
Kot kontrolo v eksperimentu BioID smo morali v sesalskih celicah izražati tudi encim 
BioID2 z oznako HA brez dodatnega fuzijskega partnerja na njenem N-koncu. Vektor 
pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA ne omogoča izražanja BioID2-HA, saj pred začetkom 
zapisa za encim ni Kozakinega zaporedja in začetnega kodona. V poliklonsko mesto 
vektorja smo Kozakino zaporedje pred zapis za BioID2 vnesli s kloniranjem IVA. Na 
ustrezno mesto v nukleotidnem zaporedju vektorja smo s pomočjo začetnih 
oligonukleotidov uvedli 4 dodatne nukleotide, tako da so ti skupaj s tremi v zaporedju 
vektorja že prisotnimi nukleotidi tvorili Kozakino zaporedje ACCATGG (slika 11). 
Sestava reakcijske mešanice za PCR-pomnoževanje s polimerazo Phusion je prikazana 
v tabeli 16, temperaturni program pomnoževanja pa v tabeli 17. 
 
Slika 11: Vstavitev Kozakinega zaporedja v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA. Z 
začetnimi oligonukleotidi smo s kloniranjem IVA na prikazano mesto v poliklonskem mestu 
vektorja vstavili 4 nukleotide (CATG), tako da so ti skupaj z že prisotnimi nukleotidi tvorili 
Kozakino zaporedje (ACCATGG). Prikazano je le poliklonsko mesto vektorja in začetni del 
zapisa za biotin ligazo BioID2-HA. Slika je ustvarjena s programom SnapGene Viewer 4.2.3. 
Uspešnost pomnoževanja vektorja smo preverili z AGE; na 0,8-odstotni agarozni gel 
smo nanesli 5 μL od 25 μL reakcijske mešanice po PCR. Po potrditvi prisotnosti 
pomnožka pri velikosti ~ 6,1 kbp smo v preostanek (20 μL) reakcijske mešanice dodali 
10-kratni pufer Tango do končne 1-kratne koncentracije ter 1 μL restriktaze DpnI. 
Mešanico smo inkubirali nekaj ur pri 37 °C, nato pa je 6 μl uporabili za transformacijo 
kompetentnih bakterij E. coli DH5α (poglavje 3.2.1.6). Bakterije smo razmazali na 




ploščo s trdnim gojiščem LBA, naslednji dan pa smo iz izbranih zraslih kolonij 
pripravili tekoče kulture za izolacijo plazmidne DNA. Prisotnost Kozakinega zaporedja 
v posameznih klonih smo preverili z določanjem nukleotidnega zaporedja z začetnim 
oligonukleotidom CMV F. 
Tabela 16: Sestava reakcijske mešanice za PCR-pomnoževanje za vstavljanje Kozakinega 
zaporedja v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA. 
Komponenta Volumen [μL] 
5-kratni pufer Phusion HF 5 
mešanica dNTP (10 mM) 0,5 
smerni z. o. 3.1_insF (10 μM)  0,25 
protismerni z. o. 3.1_insR (10 μM) 0,25 
matrična DNA: 
pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA (1 ng/μL) 
1,5 





Tabela 17: Temperaturni program PCR-pomnoževanja za vstavljanje Kozakinega 
zaporedja v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA. Izvedli smo PCR s padajočo temperaturo 
prileganja (angl. touchdown PCR): v vsakem ciklu se je temperatura prileganja znižala za 0,3 
°C. 
Korak Temperatura [°C] Čas Število ciklov 












končno podaljševanje 72 8 min 1 
ohlajanje 4 ∞ 1 
 
3.2.1.4 Vnos zapisa za ORF1 in JM111 v vektor pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS 
Vektor pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS vsebuje zapis za biotin ligazo TurboID z 
oznako 3xHA. Encim se zaradi jedrnega lokalizacijskega signala na C-koncu izraža v 
jedru sesalskih celic. V našem primeru je bilo usmerjanje fuzijskega proteina v jedro 
nezaželeno. Želeli smo, da bi bila lokalizacija fuzije z ORF1p (oz. z JM111) čim bolj 
podobna lokalizaciji endogeno izraženega proteina, saj bi le v tem primeru lahko 
označili in identificirali fiziološke interakcijske partnerje proteina. 




Zapis za jedrni lokalizacijski signal je v vektorju obdan s prepoznavnim mestom za 
restriktazo EcoRI na 5'-koncu in s prepoznavnima mestoma za restriktazi XhoI in XbaI 
na 3'-koncu. Z rezanjem z EcoRI in XbaI smo zato lahko zapis za jedrni lokalizacijski 
signal izrezali in na njegovo mesto vstavili zapis za ORF1p oz. JM111. 
Pri sestavljanju fuzijskih proteinov je pomembno, da med posamezne proteinske 
domene ali partnerje, ki jih združujemo, vključimo tudi primerna povezovalna 
zaporedja. Brez njih se posamezne domene pogosto ne morejo zviti v pravilno 
konformacijo, fuzijski protein se lahko slabše izraža, poleg tega je lahko prizadeta tudi 
njegova funkcionalnost [105]. Da bi se izognili morebitnim negativnim posledicam pri 
fuzijskih proteinih TurboID z ORF1p oz. z JM111, smo za oba poleg konstruktov brez 
vmesnega povezovalnega zaporedja (3xHA-TurboID-ORF1p in 3xHA-TurboID-
JM111) pripravili še konstrukta z dvema (3xHA-TurboID-2L-ORF1p in 3xHA-
TurboID-2L-JM111) ter s tremi (3xHA-TurboID-3L-ORF1p in 3xHA-TurboID-3L-
JM111) ponovitvami fleksibilnega povezovalca G4S med proteinoma TurboID in 
ORF1p oz. JM111. 
Za pripravo zapisov za fuzijska proteina 3xHA-TurboID-ORF1p in 3xHA-TurboID-
JM111 smo s PCR pomnožili zapis za ORF1p oz. JM111, pri čemer smo jima na 5'-
konec dodali prepoznavno mesto za EcoRI, na 3'-konec pa prepoznavno mesto za XbaI. 
Sestava reakcijske mešanice je podana v tabeli 18, temperaturni program pomnoževanja 
pa v tabeli 19. 
Tabela 18: Sestava reakcijske mešanice za PCR-pomnoževanje zapisov za ORF1p in 
JM111 za pripravo konstruktov 3xHA-TurboID-ORF1p in 3xHA-TurboID-JM111. Kot 
matrico za pomnoževanje zapisa za ORF1p smo uporabili vektor 99-gfp-LRE3, za JM111 pa 
vektor 99-gfp-JM111. 
Komponenta Volumen [μL] 
5-kratni pufer Phusion HF  10 
mešanica dNTP (10 mM) 1 
smerni z. o. Turbo-ORF1-F (10 μM) 2 
protismerni z. o.  
Turbo-ORF1-R (10 μM) oz.  
Turbo-JMIII-R (10 μM) 
2 
matrična DNA: 
99-gfp-LRE3 (50 ng/μL) oz.  
99-gfp-JM111 (50 ng/μL) 
0,5 
DNA-polimeraza Phusion (2 U/μL) 0,5 
dH2O 34 
Skupaj 50 




Tabela 19: Temperaturni program PCR-pomnoževanja zapisa za ORF1p oz. JM111 za 
pripravo konstruktov 3xHA-TurboID-ORF1p in 3xHA-TurboID-JM111. 
Korak Temperatura [°C] Čas Število ciklov 












končno podaljševanje 72 8 min 1 
ohlajanje 4 ∞ 1 
Za pripravo fuzijskih proteinov z dvema ali tremi ponovitvami povezovalnega zaporedja 
G4S smo izvedli po tri reakcije PCR (slika 12). V prvi stopnji smo zapis za ORF1p oz. 
JM111 na 5'-koncu podaljšali za del povezovalnega zaporedja in mu na 3' koncu dodali 
prepoznavno zaporedje za XbaI. Celotno reakcijsko mešanico smo nanesli na agarozni 
gel in izvedli AGE, izrezali produkt pri velikosti ~ 1 kbp in ga očistili s kompletom 
reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit. V drugi stopnji smo kot matrico uporabili 
produkt prve stopnje in ga na 5'-koncu podaljšali do celotne dolžine povezovalnega 
zaporedja (G4S)3. Produkt velikosti ~ 1 kbp smo ponovno izolirali iz agaroznega gela in 
ga uporabili kot matrico v tretji stopnji, s katero smo povezovalno zaporedje prilagodili 
na želeno dolžino in na skrajni 5'-konec dodali še prepoznavno mesto za EcoRI. Sestava 
reakcijskih mešanic za posamezne stopnje je podana v tabeli 20. Temperaturni program 
pomnoževanja je za prvo stopnjo enak programu v tabeli 19, pri drugi in tretji stopnji pa 
smo temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov zvišali na 69 °C. 












vključek z dvema ponovitvama povezovalnega zaporedja
ORF1p/JM111(G4S)3 XbaIEcoRIEcoRI
vključek s tremi ponovitvami povezovalnega zaporedja
1. PCR
2. PCR
3. PCR 3. PCR
 
Slika 12: Shematski prikaz priprave vključkov ORF1p oz. JM111 s povezovalnim 
zaporedjem za kloniranje v vektor pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS. Vključke z dvema ali 
tremi ponovitvami povezovalnega zaporedja smo pripravili v treh zaporednih reakcijah PCR. V 
prvi smo zapisu dodali del povezovalnega zaporedja G4S na 5'-konec in prepoznavno mesto za 
XbaI na 3'-konec, v drugi smo zapisa podaljšali do celotne dolžine povezovalnega zaporedja, v 
tretji pa smo prilagodili dolžino povezovalnega zaporedja in na 5'-konec dodali še prepoznavno 
mesto za EcoRI. 




Tabela 20: Sestava reakcijskih mešanic za PCR-pomnoževanje zapisov za ORF1p in 
JM111 za pripravo konstruktov 3xHA-TurboID-2L-ORF1p, 3xHA-TurboID-2L-JM111, 
3xHA-TurboID-3L-ORF1p in 3xHA-TurboID-3L-JM111. Vključke ORF1p oz. JM111 smo 
pripravili v treh stopnjah PCR. 
Komponenta Stopnja PCR Volumen 
[μL] 1. 2. 3. 
5-kratni pufer Phusion HF  10 
mešanica dNTP (10 mM) 1 
smerni z. o.  
(10 μM) 
Turbo-Lin-ORF1-F GGGGS-F za konstrukt z 
vmesnim (G4S)2: 
Turbo-2Lout-F 




protismerni z. o.  
(10 μM) 
Turbo-ORF1-R oz.  
Turbo-JMIII-R 
Turbo-ORF1-R oz.  
Turbo-JMIII-R 
Turbo-ORF1-R oz.  
Turbo-JMIII-R 
2 




iz gela izoliran 
produkt 1. stopnje 
iz gela izoliran 
produkt 2. stopnje 
0,5 
DNA-polimeraza Phusion (2 U/μL) 0,5 
dH2O 34 
Skupaj 50 
Iz gela izolirane produkte končnih stopenj PCR in vektor pCDNA3_3xHA-TurboID-
NLS smo obdelali z restriktazama EcoRI in XbaI (tabela 21). Po končani restrikciji smo 
celotne reakcijske mešanice nanesli na 1-odstotni agarozni gel in izvedli AGE. Iz gela 
smo izrezali lise pri pričakovanih velikostih (1027 bp–1072 bp za rezane vključke 
ORF1p oz. JM111 z dodanimi povezovalnimi zaporedji ter 6123 bp za rezan vektor 
pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS) in iz njih izolirali DNA s kompletom reagentov 
E.Z.N.A. Gel Extraction Kit. 
Iz izoliranih produktov restrikcije smo pripravili ligacijske mešanice (tabela 22). 
Preračunali smo, koliko rezanega vektorja in vključkov moramo zmešati, da bo molsko 
razmerje vključka in vektorja 1:5, če damo v reakcijo 50 ng rezanega vektorja. 
Pripravili smo ligacijske mešanice s končnim volumnom 15 μL. Inkubirali smo jih čez 
noč pri 16 °C in naslednji dan z njimi transformirali kompetentne E. coli DH5α 
(poglavje 3.2.1.7). 
 




Tabela 21: Restrikcijska mešanica za rezanje PCR pomnožkov ORF1p in JM111 ter 
vektorja pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS z EcoRI in XbaI. Reakcijsko zmes smo inkubirali 1 
h pri 37 °C. 
Komponenta Volumen [μL] 
EcoRI (10 U/μL) 0,5 
XbaI (10 U/μL) 2 
10-kratni pufer Tango 8 
DNA* x** 
dH2O 29,5 – x 
Skupaj 40 
*PCR-produkt ORF1p ali JM111 ali vektor pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS. 
**Pri vektorju smo za restrikcijo uporabili volumen, ki je vseboval 1 μg DNA, pri PCR-pomnožkih pa 
volumen, ki je vseboval približno 500 ng DNA. 
Tabela 22: Sestava ligacijske mešanice za ligacijo zapisa za ORF1p ali JM111 brez, z 
dvema ali s tremi ponovitvami povezovalnega zaporedja G4S v vektor pCDNA3_3xHA-
TurboID. Ligacijske mešanice smo čez noč inkubirali pri 16 °C in naslednji dan z njimi 
transformirali bakterije E. coli DH5α. 
Komponenta Volumen [μL] 
rezan vektor (pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS) x* 
rezan vključek (ORF1p ali JM111) y** 
10-kratni reakcijski pufer za ligazo T4 1,5 
DNA-ligaza T4 (1 U/μL) 0,5 
dH2O 13 – x – y 
Skupaj 15 
 *Uporabili smo volumen, ki je vseboval 50 ng rezanega plazmida. 
**Uporabili smo volumen, ki je vseboval 40 ng rezanega vključka, kar ustreza molskemu razmerju 
vključka in vektorja 5:1. 
Iz izbranih zraslih kolonij smo pripravili po 5 mL prekonočnih kultur v tekočem gojišču 
LBA in jih uporabili za izolacijo plazmidne DNA s kompletom reagentov GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit. Prisotnost vključkov v izoliranih plazmidih smo preverili z 
rezanjem približno 300 ng plazmida z 0,5 μL EcoRI (10 U/μL) in 0,5 μL XbaI (10 
U/μL) v 2-kratnem reakcijskem pufru Tango. Pripravili smo restrikcijsko mešanico s 
končnim volumnom 20 μL in jo inkubirali 1 h pri 37 °C, nato pa smo jo nanesli na 1-
odstotni agarozni gel, izvedli AGE in preverili, če je prišlo do izreza ~ 1 kbp dolgega 
vključka ORF1p oz. JM111. Iz izbranih pozitivnih klonov smo pripravili vzorce za 
določanje zaporedja (poglavje 3.2.1.10). 
 




3.2.1.5 Agarozna gelska elektroforeza (AGE) 
Agarozna gelska elektroforeza (AGE) je tehnika za ločevanje DNA na podlagi velikosti. 
Izkorišča dejstvo, da je ogrodje DNA negativno nabito, zaradi česar molekule DNA v 
električnem polju potujejo proti pozitivno nabiti elektrodi. Hitrost potovanja v 
zamreženem agaroznem gelu je odvisna od velikosti in konformacije molekul DNA; 
krajše potujejo hitreje, daljše pa počasneje. Pri postopku uporabljamo tudi različna 
barvila (npr. etidijev bromid), ki omogočajo vizualizacijo DNA [106]. 
Pri eksperimentalnem delu smo AGE uporabljali za preverjanje uspešnosti 
pomnoževanja in sočasno čiščenje produktov PCR ter za preverjanje učinkovitosti 
restrikcije in čiščenje DNA-fragmentov po restrikciji. Zamreženost agaroznega gela 
smo izbrali glede na pričakovane dolžine fragmentov, ki smo jih želeli ločiti; 
najpogosteje smo uporabljali 1-odstotni agarozni gel. Pripravili smo ga tako, da smo 
ustrezno količino agaroze z večkratnim segrevanjem v mikrovalovni pečici in vmesnim 
mešanjem popolnoma raztopili v ustreznem volumnu pufra TAE. Ko se je agaroza 
popolnoma raztopila, smo raztopino nekoliko ohladili, nato pa ji dodali raztopino 
etidijevega bromida do končne koncentracije 5 μg/mL. Premešano raztopino agaroze 
smo vlili v kadičko ter vstavili glavniček z želenim številom žepkov. Ko je gel 
polimeriziral, smo glavniček odstranili in gel zalili s pufrom TAE. Vzorcem smo pred 
nanosom na gel dodali ustrezno količino 6-kratnega nanašalnega pufra, poleg njih pa 
smo na gel nanesli tudi 6 μL standarda velikosti. Ločevanje smo izvajali pri konstantni 
napetosti 10 V/cm gela. DNA v gelu smo vizualizirali in slikali z aparaturo za slikanje 
gelov MiniBIS. 
3.2.1.6 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
DNA smo iz agaroznega gela izolirali po PCR ter po obdelavi z restrikcijskimi 
endonukleazami. Uporabljali smo komplet reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit 
(Omega Bio-tek, ZDA), ki omogoča izolacijo fragmentov dolgih od 100 bp do 10 kbp s 
pričakovano učinkovitostjo > 80 % [107]. S pomočjo skalpela in vizualizacije pod 
ultravijolično svetlobo smo iz agaroznega gela po AGE izrezali košček gela z želenim 
produktom in ga stehtali, nato pa sledili protokolu proizvajalca. Očiščen produkt smo 
eluirali v 30 μL elucijskega pufra. 
3.2.1.7 Transformacija kompetentnih bakterijskih celic E. coli DH5α 
Za transformacijo smo uporabljali kompetentne bakterijske celice klonirnega seva E. 
coli DH5α, pripravljene po metodi s kalcijevim kloridom [108] ali po metodi Inoue 
[109]. Transformirali smo jih s klasično metodo toplotnega šoka, pri kateri s povišano 
temperaturo (~ 42 °C) začasno povečamo permeabilnost celične membrane in s tem 
olajšamo vstop rekombinantne DNA v celico. Alikvot (100 μL) kompetentnih celic, ki 
je bil predhodno shranjen pri –80 °C, smo odtalili na ledu in mu nemudoma dodali 50–
200 ng plazmidne DNA oz. do največ 10 μL ligacijske mešanice. Celice smo vrnili na 
led, kjer smo jih z občasnim rahlim mešanjem inkubirali 20 min. Nato smo izvedli 




toplotni šok: celice smo za 45 s prestavili v termoblok, ogret na 42 °C, po tem pa smo 
jih vrnili na led. Čez nekaj minut smo jim sterilno dodali 400 μL medija LB in jih 
prestavili v stresalnik na 37 °C. Po enournem stresanju smo bakterije razmazali na 
plošče s trdnim gojiščem LB s selekcijskim antibiotikom (ampicilinom). Če smo 
bakterije transformirali z izoliranim plazmidnim vektorjem, smo na plošče razmazali 50 
μL bakterijske suspenzije. Pri transformaciji z ligacijsko mešanico smo zaradi 
pričakovane nižje uspešnosti na eno ploščo razmazali 100 μL bakterijske suspenzije; 
preostanek celic smo posedli s centrifugiranjem (3 min pri 3000 g), odstranili 300 μL 
gojišča LB, bakterije resuspendirali v preostalih 100 μL gojišča ter na plošče razmazali 
celotno suspenzijo. 
3.2.1.8 Izolacija manjših količin plazmidne DNA 
Manjše količine plazmidne DNA smo izolirali iz 5 mL prekonočne kulture dotičnega 
plazmida. Pripravili smo jo tako, da smo s sterilnim nastavkom pipete prenesli bakterije 
iz izbrane kolonije v 5 mL tekočega medija z antibiotikom (ampicilinom). Kulturo smo 
stresali preko noči (14 h–16 h) pri 37 °C. 
Plazmidno DNA smo iz prekonočnih kultur izolirali s kompletom reagentov GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA), ki omogoča hitro in učinkovito 
izolacijo do 20 μg plazmidne DNA [110]. Bakterije iz celotnega volumna prekonočne 
kulture (5 mL) smo posedli s centrifugiranjem (10 000 g, 1 min) in medij odlili. Nato 
smo sledili navodilom proizvajalca: v prvem koraku smo izvedli NaDS/alkalno lizo, 
temu pa je sledila nevtralizacija lizata in vezava plazmidne DNA na silikatno membrano 
v koloni. Po spiranju smo plazmidno DNA eluirali v 30 μL elucijskega pufra. 
Koncentracijo izolirane plazmidne DNA smo izmerili z aparaturo NanoDrop. 
3.2.1.9 Izolacija večjih količin plazmidne DNA 
Večje količine plazmidne DNA smo izolirali s kompletom reagentov E.Z.N.A. Endo-
Free Plasmid Maxi Kit (Omega Bio-tek, ZDA). Komplet omogoča izolacijo zelo čiste 
plazmidne DNA brez endotoksinov, ki je primerna za transfekcijo sesalskih celičnih 
kultur [111]. 
Bakterijsko kolonijo z želenim plazmidnim vektorjem smo s trdnega gojišča zjutraj 
precepili v 3 mL tekočega gojišča LB z ustreznim antibiotikom (ampicilinom) in 
kulturo stresali 8 h pri 37 °C. Nato smo s po 1 mL pripravljene tekoče kulture 
inokulirali dve erlenmajerici s po 100 mL tekočega gojišča LB z antibiotikom 
(ampicilinom) in kulturo stresali preko noči pri 37 °C. Zjutraj smo izmerili OD600 in se 
na podlagi meritve odločili, kakšen volumen kulture bomo uporabili za izolacijo – 
uporabili smo je toliko, da je bil zmnožek volumna kulture in izmerjene OD600 med 300 
in 400. V nadaljevanju smo sledili protokolu proizvajalca. Plazmidno DNA smo na 
koncu eluirali v 1,5 mL na 70 °C ogretega elucijskega pufra. Da smo še povečali 
koncentracijo plazmidne DNA, smo eluat ponovno nanesli na kolono in ponovili 
centrifugiranje. Koncentracijo plazmidne DNA smo izmerili z aparaturo NanoDrop. 




3.2.1.10 Priprava vzorcev za določanje nukleotidnega zaporedja 
Pravilnost nukleotidnega zaporedja vključkov v klonih, ki so glede na rezultate 
restrikcijske analize oz. PCR na osnovi kolonije vsebovali želeni vključek, smo preverili 
z določanjem nukleotidnega zaporedja z metodo po Sangerju, ki ga je izvedlo podjetje 
Eurofins Genomics. Vzorce za določanje zaporedja smo pripravili tako, da smo zmešali 
~ 400 ng plazmidne DNA, 2,5 μL 10 μM raztopine ustreznega začetnega 
oligonukleotida in vodo, s katero smo reakcijsko zmes dopolnili do končnega volumna 
10 μL. Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabljali za določanje nukleotidnega 
zaporedja vključkov (ORF1p ali JM111) v posameznih vektorjih, so navedeni v  
tabeli 23. 
Tabela 23: Začetni oligonukleotidi za določanje pravilnosti nukleotidnega zaporedja 
vključkov v posameznih vektorjih. Za pripravo vzorca smo zmešali 2,5 μL 10 μM z. o., ~ 400 
ng DNA in dopolnili z vodo do končnega volumna 10 μL. 
Plazmidni vektor Z. o. za določanje zaporedja vključka 
pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS BGH R 
pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA CMV F, BGH R 
pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS BGH R 
  
3.2.2 Delo s sesalskimi celičnimi kulturami 
Celice smo običajno gojili v plastičnih ploščah premera 10 cm in jih precepljali na 3–4 
dni oz. ko so bile približno 90 % konfluentne. Celičnim kulturam HEK 293T, HeLa, 
2102Ep ter TR-Flp-In SH-SY5Y mScarlet-G3BP1-Myc smo ob precepljanju najprej 
odsesali gojišče, jih sprali s 6 mL DPBS, nato pa po površini plošče nakapljali 500 μL 
reagenta TrypLE Select in ga pustili delovati 3–10 min. Reagent vsebuje rekombinantne 
encime, ki pomagajo pri odlepljanju pritrjenih celic s podlage [112]. Ko so se celice 
odlepile, smo reagent inaktivirali z dodatkom 10 mL  gojišča cDMEM. Celice smo z 
večkratnim pipetiranjem dobro resuspendirali, nato pa del suspenzije prenesli v svežo 
ploščo s svežim gojiščem in celice ponovno resuspendirali. Celične kulture HEK 293T, 
HeLa in 2102Ep smo običajno redčili v razmerju 1:10–1:20, TR-Flp-In SH-SY5Y 
mScarlet-G3BP1-Myc pa v razmerju 1:3–1:5. 
Celične linije nTERA2 za razliko od ostalih nismo precepljali z reagentom TrypLE 
Select, temveč s strganjem. Celicam smo odsesali medij in jih sprali s 6 mL DPBS, nato 
pa smo dodali 3–5 mL svežega medija cDMEM in celice postrgali s površine plošče s 
plastičnim strgalom. Po resuspendiranju smo del celične suspenzije prenesli v novo 
ploščo s svežim gojiščem in jih ponovno resuspendirali. Celice smo običajno redčili v 
razmerju 1:3–1:5. 




3.2.2.1 Transfekcija sesalskih celičnih kultur 
Za transfekcijo sesalskih celičnih kultur smo uporabljali neliposomski transfekcijski 
reagent X-tremeGENE 9, ki vsebuje mešanico lipidov in drugih komponent v 80-
odstotni raztopini etanola. Primeren je za transfekcijo večine najpogosteje uporabljanih 
celičnih linij [113]. 
Celice smo na plošče nacepili dan pred transfekcijo. Pod mikroskopom smo jih prešteli 
s pomočjo Neubauerjeve števne komore in na vsako ploščo oz. v vsako luknjico 
nacepili ustrezno število celic (tabela 24), tako da so bile te naslednji dan približno 50 % 
konfluentne. Če smo po transfekciji pripravljali vzorce za fluorescenčno mikroskopijo, 
smo v vdolbinice pred nacepljanjem celic dodali suho sterilizirana krovna stekelca. Pri 
celičnih linijah, ki se slabše oprijemajo podlage (HEK 293T, SH-SY5Y), smo površino 
krovnikov predhodno obdelali s poli-L-lizinom. Na površino krovnika smo za 30 min 
odpipetirali 180 μL raztopine poli-L-lizina, nato pa smo jo odsesali in krovnike trikrat 
sprali z DPBS. Poli-L-lizin je polimer L-lizina, ki ima v fizioloških pogojih protonirane 
aminske skupine in se zaradi pozitivnega naboja adsorbira na negativno nabito plastično 
ali stekleno površino. Njegov pozitivni naboj hkrati omogoča tudi elektrostatske 
interakcije z negativno nabito zunanjostjo celične membrane in s tem boljše pritrjanje 
celic [114]. 
Tabela 24: Število celic, ki smo jih nacepili v vdolbinice oz. na plošče dan pred 
transfekcijo. Do naslednjega dne (tj. na dan transfekcije) so celice dosegle približno 50-
odstotno konfluenco. 
Gojitvena plošča/vdolbinica Število celic na ploščo/vdolbinico 
HEK 293T HeLa 2102Ep SH-SY5Y 
okrogla plošča premera 10 cm 2x106 2x106 2x106 4x106 
vdolbinica plošče s 6 vdolbinicami 2x105 2x105 2x105 3x105 
vdolbinica plošče z 12 
vdolbinicami 
1x105 1x105 1x105 1,5x105 
vdolbinica plošče s 24 vdolbinicami 0,5x105 0,5x105 0,5x105 1x105 
Na dan transfekcije smo transfekcijski reagent in medij Opti-MEM najprej ogreli na 
sobno temperaturo. V mikrocentrifugirki smo pripravili ustrezen volumen mešanice, ki 
je v 100 μL vsebovala 3 μL transfekcijskega reagenta (tik pred pipetiranjem smo 
reagent dobro pretresli, ga odpipetirali neposredno v medij Opti-MEM in raztopino 
premešali s stresanjem mikrocentrifugirke). K mešanici smo dodali ustrezen volumen 
raztopine plazmidne DNA – v 100 μL mešanice takšnega, ki je vseboval 1 μg DNA. Po 
tem, ko smo mešanico rahlo pretresli, smo jo pri sobni temperaturi inkubirali 20 min, da 
so se oblikovali kompleksi komponent reagenta in plazmidne DNA. Ustrezen volumen 
mešanice smo nato po kapljicah dodali neposredno v medij prejšnji dan nacepljenih 




celic. V vdolbinico plošče s 24 vdolbinicami smo odpipetirali 25 μL, v vdolbinico 
plošče z 12 vdolbinicami 50 μL, v vdolbinico plošče s 6 vdolbinicami 100 μL, na 10 cm 
ploščo pa 500 μL mešanice. Pred nadaljnjimi postopki smo celice inkubirali 24–48 h. 
3.2.2.2 Priprava lizatov sesalskih celičnih kultur 
Lizate transficiranih ali netransficiranih sesalskih celic smo pripravili tako, da smo 
celicam najprej odsesali medij in jih sprali z 10 mL DPBS. Po spiranju smo jim dodali 
primerno količino liznega pufra z reducentom (1 mL na ploščo premera 10 cm, 200 μL 
v vdolbinico plošče s 6 vdolbinicami, 100 μL v vdolbinico plošče z 12 vdolbinicami) in 
lizat prenesli v mikrocentrifugirko, ki smo jo nato inkubirali pri 100 °C vsaj 10 min oz. 
toliko časa, da lizat ni bil več viskozen. Tako pripravljene lizate smo shranili pri –20 °C 
in jih uporabljali za analize z imunodetekcijo po prenosu western. 
3.2.2.3 Imunocitokemija 
Imunocitokemija je laboratorijska tehnika, ki omogoča vizualizacijo lokalizacije 
proteinov v celicah. Preučevani protein lahko detektiramo z označenim primarnim 
protitelesom, še pogosteje pa se uporablja kombinacija neoznačenega primarnega in 
označenega sekundarnega protitelesa. Slednje ima največkrat kovalentno vezano 
fluorescenčno barvilo, zato lahko signale zaznavamo pod fluorescenčnim mikroskopom 
[115]. 
Ko smo pripravljali preparate za imunocitokemijo, smo celicam na krovnikih najprej 
odsesali gojišče, jih dvakrat sprali z DPBS in jih nato fiksirali. Za fiksacijo smo 
uporabljali raztopino 4-odstotnega formaldehida, v kateri smo celice inkubirali 15 min 
pri sobni temperaturi. Po pretečeni inkubaciji smo fiksirno sredstvo odsesali in celice 
trikrat sprali z DPBS, temu pa sta sledila blokiranje in permeabilizacija. V ta namen 
smo običajno uporabljali raztopino 5-odstotnega FBS v PBS z 0,1-odstotnim 
detergentom Triton X-100; če smo želeli detektirati biotinilirane proteine, pa smo 
namesto FBS uporabili enako koncentracijo BSA. Po eni uri blokiranja smo blokirno 
raztopino odstranili in na površino krovnika nakapljali 40 μL raztopine primarnih 
protiteles, ki smo jih prej ustrezno redčili v blokirni raztopini (tabela 3). Ploščo smo eno 
uro inkubirali pri sobni temperaturi v improvizirani »vlažni komori« (tj. zaprti plastični 
škatli z omočenimi papirnatimi brisačkami), da smo preprečili izsuševanje vzorcev. 
Sledilo je spiranje nevezanih in nespecifično vezanih protiteles – krovnike smo trikrat 
po 5 min spirali s PBS. Po zadnjem spiranju smo na vsak krovnik dodali 40 μL 
raztopine sekundarnih protiteles, ki smo jih prehodno ustrezno redčili v blokirni 
raztopini (tabela 3), in vzorce eno uro inkubirali v »vlažni komori« v temi. Po inkubaciji 
smo jih spirali trikrat po 5 min s PBS in enkrat z vodo, da smo odstranili soli. Krovnike 
smo nato z vrhnjo stranjo navzdol vklopili v kapljico vklopnega sredstva proti bledenju 
z barvilom DAPI, ki obarva nukleinske kisline in s tem jedra celic. Objektna stekelca z 
vklopljenimi krovniki smo čez noč sušili v temi pri sobni temperaturi, nato pa smo jih 
hranili pri 4 °C. 




3.2.2.4 Konfokalna fluorescenčna mikroskopija 
Konfokalni fluorescenčni mikroskop omogoča zajemanje fluorescenčnih signalov iz 
točno določene rezine vzorca, signali iz zunajgoriščnih ravnin pa se odstranijo. Slika, ki 
nastane, je zato precej ostrejša od tiste, ki jo dobimo pri klasičnem fluorescenčnem 
mikroskopu [116]. 
Imunocitokemijske preparate smo pri 10-, 20- in 63-kratni povečavi opazovali pod 
konfokalnim fluorescenčnim mikroskopom Leica TCS SP8; pri največji povečavi smo 
uporabljali imerzijsko olje, ki ima lomni količnik 1.518 in zato zmanjša lom svetlobe ter 
izboljša ločljivost slike [117]. Valovno dolžino vzbujanja in območje zajemanja 
emitirane svetlobe smo prilagodili glede na fluorofor, ki smo ga želeli opazovati  
(tabela 25). Za zajemanje slik smo uporabljali programsko opremo LAS X. 
Tabela 25: Valovne dolžine za vzbujanje posameznih fluoroforov in pripadajoča območja 
zajemanja emitirane svetlobe. Za hkratno detekcijo večih proteinov smo uporabili  sekundarna 
Ab z različnimi fluorofori, katerih spektri se niso (oz. so se čim manj) prekrivali. Poleg valovnih 
dolžin vzbujanja in valovnih dolžin zajemanja emitirane svetlobe smo na začetku 
mikroskopiranja za vsak kanal ustrezno prilagodili tudi intenzitete signalov in kompenzacijo 
ozadja. 
Fluorofor Valovna dolžina vzbujanja (nm) Območje zajemanja emisije (nm) 
Alexa Fluor 488 488 510–550 
Atto 488 488 510–550 
Alexa Fluor 546 552 565–600 
Alexa Fluor 647 638 660–710 
DAPI 405 410–480 
GFP 488 510–550 
mScarlet 552 600–640 
 
3.2.3 Določanje interakcijskih partnerjev proteina ORF1p 
Proteini svojih funkcij v fizioloških pogojih običajno ne opravljajo sami – več kot 80 % 
se jih nahaja in deluje znotraj kompleksov. Zlasti pogosto interagirajo proteini, ki 
sodelujejo v istih celičnih procesih [118]. Interakcije med proteini so lahko homo- ali 
heterooligomerne, obvezne ali neobvezne, trajne ali prehodne, močne ali šibke [119]. 
Proteinske interakcije lahko odkrivamo z metodami in vivo, in vitro ali in silico. In vitro 
lahko interakcijske partnerje izoliramo s klasično imunoafinitetno kromatografijo, 
specifično v ta namen pa so razvili tudi tandemsko afinitetno čiščenje. Pri slednjem 
izolacijo preučevanega proteina in njegovih interakcijskih partnerjev izvedemo v dveh 
stopnjah in se tako znebimo večine nespecifičnih nečistoč. Z metodo 




koimunoprecipitacije lahko izoliramo proteinske komplekse iz celotnega celičnega 
lizata. Od metod in vivo je najbolj znan dvohibridni sistem kvasovke [119], v zadnjih 
letih pa so se kot odličen način za preučevanje interaktoma pokazale tudi različne 
metode, ki temeljijo na označevanju molekul na osnovi njihove bližine tarčnemu 
proteinu [100]. 
V okviru magistrskega dela smo za odkrivanje interakcijskih partnerjev ORF1p 
uporabili dve metodi, ki temeljita na biotinilaciji proteinov v bližini tarčnega: BAR in 
BioID. Pri slednji smo pripravili fuzijski protein ORF1p z dvema različicama biotin 
ligaze, tj. z BioID2 in s TurboID. Sestavo in lastnosti granul ORF1p smo poleg tega 
karakterizirali tudi z imunicitokemijo – preverjali smo kolokalizacijo ORF1p z 
označevalnimi proteini stresnih granul in telesc P. 
3.2.3.1 Karakterizacija granul proteina ORF1p z imunocitokemijo 
Zaradi nekonsistentnih navedb v literaturi smo želeli preveriti, ali je protein ORF1p 
komponenta stresnih granul oz. telesc P in ali se njegova lokalizacija spremeni v 
prisotnosti eksogenih stresorjev. Z imunocitokemijo smo v nestresiranih in v stresiranih 
celicah preverjali lokalizacijo ORF1p in njegovo kolokalizacijo s proteini G3BP1 in 
PABP (označevalna proteina stresnih granul) ter DCP1A (označevalni protein telesc P). 
Preučevali smo tako endogeni ORF1p v celičnih linijah 2102Ep in nTERA2 kot tudi 
prehodno izražen ORF1p v celičnih linijah HEK 293T, HeLa in TR-Flp-In SH-SY5Y 
mScarlet-G3BP1-Myc. 
Dva dni po nacepljanju celic (v primeru celičnih linij 2102Ep in nTERA2), dan po 
transfekciji (v primeru celičnih linij HEK 293T in HeLa) oz. dan po transfekciji in 
hkratni indukciji izražanja fuzijskega proteina mScarlet-G3BP1-Myc (v primeru celične 
linije TR-Flp-In SH-SY5Y mScarlet-G3BP1-Myc) smo celicam odsesali medij in ga 
nadomestili z ogretim cDMEM z raztopljenim eksogenim stresorjem ali kombinacijo le-
teh (tabela 26). Celice smo stresirali 60 min v inkubatorju za gojenje sesalskih celic, 
nato pa jim medij odsesali, jih dvakrat sprali z DPBS, fiksirali s 4-odstotnim 
formaldehidom in nadaljevali z imunocitokemijo (poglavje 3.2.2.3). 
Tabela 26: Kemikalije, s katerimi smo v sesalskih celicah inducirali akutni stres. Za vsako 
kemikalijo je navedena vrsta stresa, ki jo povzroča, ter koncentracija, ki smo jo uporabljali za 
stresiranje celic. Celice smo stresirali 1 h tik pred fiksacijo. 




NaAsO2 oksidativni stres 1 
H2O2 oksidativni stres 3 
DTT ER/oksidativni stres 1 
NaCl osmotski stres 200 




3.2.3.2 Metode za določanje interakcijskih partnerjev proteina na osnovi bližine 
Izmed metod za določanje interakcijskih partnerjev proteina na osnovi bližine se 
najpogosteje uporabljata metodi BioID [122] in APEX [123]. Obe temeljita na fuziji 
preučevanega proteina z encimom, ki aktivira molekule biotina ali njegovega derivata, 
slednji pa nato zaradi svoje reaktivnosti reagira z bližnjimi proteinskimi 
aminokislinskimi ostanki. Pri BioID se uporabljajo različne mutante bakterijske biotin 
ligaze, pri metodi APEX pa askorbatna peroksidaza. Obstajajo tudi različice, ki za 
aktivacijo biotinskih derivatov izkoriščajo hrenovo peroksidazo: EMARS (angl. 
enzyme-mediated activation of radical sources) [124], SPPLAT (angl. selective 
proteomic proximity labeling assay using tyramide) [125] in BAR (angl. biotinylation 
by antibody recognition) [126]. Ne glede na metodo označevanja lahko biotinilirane 
proteine iz celičnih lizatov enostavno izoliramo  s pomočjo imobiliziranega 
streptavidina, izolirane interaktorje pa nadalje analiziramo z NaDS-PAGE, prenosom 
western in imunodetekcijo ter jih identificiramo s tekočinsko kromatografijo sklopljeno 
z masno spektrometrijo (angl. liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS). 
Glavna prednost vseh omenjenih metod je, da lahko z njimi odkrijemo tudi proteine, ki 
s preučevanim interagirajo le šibko ali prehodno, uspešnost njihove izolacije pa ni 
odvisna od njihove topnosti [100]. 
3.2.3.2.1 Biotinilacija s prepoznavo protitelesa (BAR) 
Metoda BAR omogoča biotinilacijo proteinov, ki se nahajajo v bližini preučevanega 
proteina (antigena) v fiksiranem vzorcu tkiva ali celične kulture. Antigen najprej 
označimo s primarnim protitelesom, nato pa uporabimo za primarno telo specifično s 
HRP konjugirano sekundarno protitelo. V naslednjem koraku k vzorcu za nekaj minut 
dodamo raztopino biotin tiramida in H2O2. V danih pogojih HRP ustvari proste radikale; 
aktivirana reaktivna oblika biotina pa hitro reagira z dostopnimi tirozinskimi 
aminokislinskimi ostanki na bližnjih proteinih. Sledi izolacija biotiniliranih proteinov in 
identifikacija le-teh z MS. Glavna prednost metode je, da se lahko z njo izognemo 
artefaktom, ki jih pri preučevanem proteinu lahko povzročajo različne nefiziološke 
oznake, večji fuzijski partnerji ali prekomerno izražanje. Če se protein izraža v zadostni 
količini in imamo na voljo dovolj specifično primarno protitelo, lahko namreč 
preučujemo interaktom endogeno izraženega proteina [126].  
Z imunocitokemijo in imunodetekcijo ORF1p po prenosu western smo preverili, v 
kateri celični liniji se izraža največ ORF1p. Z obema metodama smo največ ORF1p 
zaznali v celicah 2102Ep, ki smo jih zato uporabili kot sistem za izvedbo metode BAR. 
Poskus smo v začetnih fazah izvajali na ploščah z 12 vdolbinicami; v vsako smo pred 
nacepljanjem celic dodali sterilno krovno stekelce, ki smo ga uporabili za pripravo 
preparata za fluorescenčno mikroskopijo. Na vdolbinico smo nacepili 2x105 celic in 
naslednji dan izvedli BAR ter pripravili preparate za konfokalno fluorescenčno 
mikroskopijo (poglavje 3.2.2.3), s katero smo preverili uspešnost biotinilacije proteinov 
v bližini ORF1p. Optimizirali smo redčitve primarnih in sekundarnih protiteles ter čas 




biotinilacije tako, da smo z imunocitokemijo zaznali dovolj močen a še vedno 
specifičen signal biotiniliranih proteinov. Po optimizaciji smo poskus prenesli v plošče s 
6 vdolbinicami in poleg priprave vzorcev za fluorescenčno mikroskopijo izvedli tudi 
test »pull down«. Na vdolbinico plošče s 6 vdolbinicami z nameščenimi sterilnimi 
krovnimi stekelci smo nacepili 4x105 celic in metodo BAR izvedli naslednji dan. 
BAR smo izvedli po naslednjem postopku (volumni raztopin, ki smo jih za posamezne 
korake uporabili za uporabljeno količino celic, so navedeni v tabeli 27): celicam smo 
odsesali medij, jih dvakrat sprali z DPBS in jih 15 min fiksirali s 4-odstotnim 
formaldehidom. Po sledečem trikratnem spiranju z DPBS smo celične in jedrne 
membrane 10 min permeabilizirali z raztopino PBS z 0,5-odstotnim neionskim 
detergentom Triton X-100. Nato smo celice sprali s PBS in v vsako vdolbinico dodali 
blokirno raztopino iz kompleta reagentov Biotin-XX Tyramide SuperBoost Kit ter 
ploščo prestavili v »vlažno komoro« (tj. zaprto plastično škatlo z omočenimi 
papirnatimi brisačkami).  
Po enourni inkubaciji pri sobni temperaturi smo blokirno raztopino odsesali in dodali 
raztopino primarnih zajčjih protiteles proti ORF1p, predhodno redčenih v 2-odstotnem 
BSA v PBST v razmerju 1:100. Ploščo smo ponovno 1 h inkubirali v »vlažni komori« 
pri sobni temperaturi, nato pa celice spirali trikrat po 10 min s PBS. V naslednji fazi 
smo k celicam dodali raztopino sekundarnih protizajčjih protiteles, konjugiranih s HRP, 
predhodno redčenih v 2-odstotnem BSA v PBST v razmerju 1:1000. Vzorce smo 
ponovno 1 h inkubirali v »vlažni komori«, nakar smo jih spet trikrat po 10 min spirali s 
PBS. Med spiranjem smo pripravili 100-kratno raztopino H2O2 (v 1 mL destilirane vode 
smo kanili eno kapljo (~ 50 μL) raztopine 3-odstotnega H2O2), 1-kratni reakcijski pufer 
(v 1 mL destilirane vode smo kanili eno kapljo (~ 50 μL) 20-kratnega reakcijskega 
pufra) in ustrezen volumen delovne raztopine biotin-XX tiramida (na 100 μL 1-kratnega 
reakcijskega pufra smo dodali 1 μL 100-kratne založne raztopine biotin-XX tiramida v 
DMSO in 1 μL 100-kratne raztopine H2O2). Slednjo smo po končanem spiranju 
nakapljali po celotni površini celic in jih v njej inkubirali 4 min. Reakcijo smo nato 
nemudoma zaustavili z dodatkom sveže pripravljene raztopine za ustavitev reakcije 
(pripravili smo jo tako, da smo založno raztopino za zaustavitev reakcije redčili s PBS v 
razmerju 1:11). Tekočino smo po nekaj minutah odsesali in celice trikrat sprali s PBS. 
V nadaljevanju smo krovna stekelca prestavili v ločeno ploščo in jih uporabili za 
pripravo preparatov za fluorescenčno mikroskopijo. Preostanek celic v vdolbinici smo 
lizirali in uporabili za test »pull down«, s katerim smo iz lizata izolirali biotinilirane 
proteine, da smo jih lahko v nadaljevanju analizirali z NaDS-PAGE in imunodetekcijo 
po prenosu western. 
Da smo pripravili imunocitokemijske preparate, smo na vsako krovno stekelce dodali 
po 40 μL raztopine sekundarnih protizajčjih protiteles s fluorescenčnim označevalcem 
Alexa Fluor 647 in streptavidina s fluorescenčnim označevalcem Atto 488, redčenih v 
skladu z običajnimi redčitvami (tabela 3) v raztopini 2-odstotnega BSA v PBST. Po 




enourni inkubaciji v vlažni komori v temi smo stekelca spirali trikrat po 5 min s PBS in 
enkrat z destilirano vodo. Nato smo krovnike s celicami navzdol vklopili v kapljico 
vklopnega sredstva proti bledenju z barvilom DAPI. Preparate smo čez noč sušili v temi 
pri sobni temperaturi in jih nato shranili pri 4 °C. Pod konfokalnim fluorescenčnim 
mikroskopom smo preverjali uspešnost biotinilacije in prekrivanje signalov proteina 
ORF1p in biotiniliranih proteinov. 
Tabela 27: Volumni raztopin pri posameznih stopnjah metode BAR, ki smo jih uporabili 
za različne količine celic. Optimizacijo metode smo izvajali v vdolbinicah plošče z 12 
vdolbinicami, BAR za test »pull down« pa v vdolbinicah plošče s 6 vdolbinicami ali na ploščah 
premera 10 cm. 
  Volumen razopine [mL]  
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0,5 1 4 
permeabilizacija PBS z 0,5-
odstotnim Triton 
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0,5 1 4 
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raztopina 




primarnih Ab v 
3-odstotnem 
BSA v PBST 







BSA v PBST 
















0,11 0,3 1 
liza celic lizni pufer 0,15 0,2 0,5 




Da smo pripravili lizat za test »pull down«, smo od preostalih celic v vsaki vdolbinici 
plošče odsesali PBS in dodali lizni pufer. Fiksirane celice smo postrgali s površine s 
plastičnim strgalom in jih s pipeto prenesli v mikrocentrifugirke, ki smo jih nato 1 h 
rahlo stresali v termobloku pri 99 °C. Zaradi visoke temperature so se v tem času 
porušile intra- in intermolekulske povezave, ki so nastale pri fiksaciji s formaldehidom 
[127]. Vzorce smo nato ohladili in jih centrifugirali pri maksimalni hitrosti in 4 °C  
10 min, da smo posedli morebitne oborjene proteine. Supernatante smo prenesli v sveže 
mikrocentrifugirke, jih razredčili s 700 μL PBST in k vsakemu vzorcu dodali 25 μL 
magnetnih kroglic s streptavidinom (slednje smo predhodno s pomočjo magnetnega 
stojala trikrat sprali s PBST). Mikrocentrifugirke smo namestili na rotirajoče mešalo in 
jih preko noči mešali pri 4 °C. 
Naslednji dan smo vzorce na mešalu ekvilibrirali na sobno temperaturo, nato pa 
mikrocentrifugirke prestavili na magnetno stojalo in počakali, da so se magnetne 
kroglice (skupaj z vezanimi biotiniliranimi proteini) zbrale ob steni mikrocentrifugirke. 
Nevezane frakcije smo prenesli v 15 mL centrifugirke in jim dodali 6-kratni volumen 
ledenohladnega acetona. Po vsaj 1 h inkubacije pri –20 °C, ko so se proteini oborili, 
smo raztopine 15 min centrifugirali pri 14 000 g v na 4 °C ohlajeni centrifugi. 
Supernatante smo odstranili, usedline pa s pipetiranjem resuspendirali v 200 μL  
1-kratnega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z DTT in jih inkubirali 5 min pri 100 °C. 
Magnetne kroglice z vezanimi biotiniliranimi proteini smo spirali s po 1 mL pufra po 
sledečem protokolu: 
• 2-krat s pufrom PBST, 
• 3-krat s pufrom PBST z 1 M NaCl, 
• 2-krat s pufrom PBS. 
Po vsakem dodatku pufra za spiranje smo kroglice dobro resuspendirali in jih 7 min 
mešali na rotirajočem mešalu, nato pa jih ponovno vrnili na magnetno stojalo in pufer 
odstranili. Po zadnjem spiranju s PBS smo magnetne kroglice resuspendirali v 100 μL 
1-kratnega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z DTT, vzorce inkubirali 5 min pri 100 
°C in shranili eluat. 
Poleg vzorcev nestresiranih ali/in stresiranih celic 2102Ep (1 mM NaAsO2, 60 min), ki 
smo jih pripravili po opisanem postopku, smo vedno pripravili še negativno kontrolo, s 
katero smo ravnali enako kot z ostalimi vzorci, le da ji nismo dodali primarnih protiteles 
anti-ORF1p. 
Proteine v celičnih lizatih, nevezanih frakcijah in eluatih po testu »pull down« smo 
analizirali s prenosom western in imunodetekcijo. Preverjali smo prisotnost 
biotiniliranih proteinov (s pomočjo označevalca streptavidin-HRP) in prisotnost 
proteina ORF1p (s primarnimi zajčjimi protitelesi anti-ORF1p in s HRP-konjugiranimi 
sekundarnimi protizajčjimi protitelesi). 




Zaradi nepričakovanih težav pri detekciji ORF1p v eluatih po testu »pull down« smo 
metodo BAR preizkusili še na celicah HEK 293T, transficiranih z myc-ORF1 
(transficirali smo jih dan po nacepljanju na ploščo s 6 vdolbinicami in BAR izvedli dan 
po transfekciji) ter na večji količini celic 2102Ep (tj. na plošči premera 10 cm, namesto 
na celicah iz vdolbinice plošče s 6 vdolbinicami). 
3.2.3.2.2 Biotinska identifikacija (BioID) z biotin ligazo BioID2 oz. TurboID 
Pri metodi BioID izkoriščamo promiskuitetno encimsko aktivnost mutiranih oblik 
bakterijske biotin ligaze. Encim spojimo s preučevanim proteinom in fuzijski protein 
izrazimo v celicah. Ko v medij za gojenje dodamo biotin, ga biotin ligaza aktivira – 
sproščeni biotinoil-5'-AMP oddisocira iz encimskega aktivnega mesta in reagira z 
izpostavljenimi nukleofilnimi lizinskimi aminokislinskimi ostanki na bližnjih proteinih 
(radij označevanja je približno 10 nm [128]). Z biotinom označene interakcijske 
partnerje lahko izoliramo in jih identificiramo z masno spektrometrijo [122]. Osnovna 
promiskuitetna biotin ligaza (t. i. BirA*) je mutanta encima iz E. coli, še aktivnejšo in 
manjšo različico pa so razvili iz biotin ligaze bakterije A. aeolicus (t. i. BioID2). 
Prednost slednje je, da je v primerjavi z BirA* manjša (27 kDa napram 35 kDa) in tako 
manj moti fiziološko lokalizacijo in interakcije proteina, ki ga preučujemo [129]. Poleg 
tega so iz BirA* z usmerjeno evolucijo razvili še dve različici: TurboID (35 kDa) in 
MiniTurbo (28 kDa). Obe odlikuje visoka katalitska učinkovitost, ki omogoča, da 
označevanje interakcijskih partnerjev izvedemo že v 10 min (namesto v 16–24 h kot pri 
BirA* in BioID2) [130]. Poleg že omenjenih obstaja še biotin ligaza Basu (28 kDa), ki 
so jo izvedli iz biotin ligaze iz B. subtilis [131]. 
Pri raziskovalnem delu smo pripravili zapise za fuzijske proteine ORF1p oz. njegove 
mutirane različice JM111 z BioID2 in s TurboID (poglavje 3.2.1). Izražanje in aktivnost 
fuzijskih proteinov smo najprej preverili v manjši količini sesalskih celic. Transficirali 
smo celične linije HEK 293T, HeLa in 2102Ep. Učinkovitost transfekcije in lokalizacijo 
fuzijskih proteinov smo preverili s konfokalno fluorescenčno mikroskopijo 
imunocitokemijskih preparatov, učinkovitost izražanja fuzijskih proteinov in uspešnost 
biotinilacije pa poleg tega tudi z imunodetekcijo po prenosu western. 
Pri konstruktih s TurboID smo transfekcijo izvedli dan po nacepljanju celic, 
biotinilacijo pa smo inducirali 24 h ali 48 h po transfekciji. Celicam smo odsesali medij 
in ga nadomestili z ogretim cDMEM s 100 μM biotinom, nato pa ploščo za 15 min 
vrnili v inkubator za sesalske celice. Po koncu inkubacijskega časa smo ploščo 
prestavili na led in tako zaustavili encimsko aktivnost. Nadaljevali smo s fiksacijo celic 
in pripravo preparatov za fluorescenčno mikroskopijo (poglavje 3.2.2.3) in s pripravo 
celičnih lizatov (poglavje 3.2.2.2).  
Tudi pri konstruktih z BioID2 smo transfekcijo izvedli dan po nacepljanju celic in 
biotinilacijo inducirali 24 h po transfekciji – gojitveni medij smo nadomestili z ogretim 
cDMEM  z biotinom, ki pa smo ga v tem primeru dodali v nižji koncentraciji, tj. 50 μM. 




Celice smo nato za 24 h vrnili v inkubator za sesalske celice, nato pa smo jih uporabili 
za pripravo preparatov za fluorescenčno mikroskopijo (poglavje 3.2.2.3) in za pripravo 
celičnih lizatov (poglavje 3.2.2.2). 
3.2.3.2.2.1 Poskusni test »pull down« 
Na podlagi rezultatov imunocitokemije in imunodetekcije proteinov v celičnih lizatih 
smo za nadaljnje delo izbrali fuzijski protein ORF1p-BioID2-HA. Test »pull down«, s 
katerim smo iz celičnih lizatov izolirali biotinilirane proteine, smo najprej izvedli iz 
manjše količine celic, tj. iz ene vdolbinice plošče s 6 vdolbinicami za vsakega od 
vzorcev: 
• celice, transficirane z zapisom za ORF1p-BioID2-HA v mediju brez dodanega 
biotina, 
• celice, transficirane z zapisom za ORF1p-BioID2-HA v mediju s 50 μM 
biotinom, 
• celice, transficirane z zapisom myc-BioID2 v mediju brez dodanega biotina, 
• celice, transficirane z zapisom myc-BioID2 v mediju s 50 μM biotinom, 
• netransficirane celice v mediju brez dodanega biotina, 
• netransficirane celice v mediju s 50 μM biotinom. 
V vsako vdolbinico plošče smo pred nacepitvijo celic namestili po eno krovno stekelce, 
ki smo ga uporabili za preverjanje uspešnosti transfekcije in biotinilacije z 
imunocitokemijo. Kot kontrolo smo v poskusni fazi uporabljali biotin ligazo z oznako 
myc, saj še nismo pripravili vektorja pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA s Kozakinim 
zaporedjem, ki bi omogočal izražanje BioID2-HA. 
Poskusni test »pull down« smo izvedi iz transficiranih celic HEK 293T in HeLa, poleg 
tega pa še iz celic 2102Ep. Pri slednjih smo zaradi manj uspešne transfekcije in 
šibkejšega izražanja izhajali iz 4 vdolbinic plošče s 6 vdolbinicami. S testom »pull 
down« iz transficiranih celic 2102Ep smo želeli preveriti, ali se fuzijski protein ORF1p 
z biotin ligazo nahaja v granulah z endogenim ORF1p. 
Medij s 50 μM biotinom smo celicam dodali 24 h po transfekciji. Po nadaljnjih 24 h 
smo ga odsesali in celice v plošči trikrat sprali z DPBS, da smo odstranili prost biotin. 
Krovnike smo prestavili v ločeno ploščo, jih 10 min fiksirali s 4-odstotnim 
formaldehidom in nadaljevali s klasičnim postopkom priprave vzorcev (poglavje 
3.2.2.3). Detektirali smo prisotnost biotiniliranih proteinov (z označevalcem 
streptavidin Atto 488) in fuzijskega proteina (s protitelesi anti-HA) oz. (pri kontrolnih 
vzorcih) biotin ligaze (s protitelesi anti-myc). 
V vsako vdolbinico plošče, iz katere smo predhodno odstranili krovnike, smo dodali 
250 μL sveže pripravljenega liznega pufra s proteaznimi inhibitorji. Lizate smo s pipeto 
prenesli v mikrocentrifugirke in jih prestavili na led. Dodali smo jim 25 μL 20-




odstotnega detergenta Triton X-100, nato pa jih štirikrat po 20 s razbijali z ultrazvokom 
(cikel 0,9, amplituda 80 %). Med posameznimi cikli razbijanja smo vzorce ohlajali na 
ledu. Od vsakega vzorca smo odvzeli 30 μL za analizo s prenosom western, preostanek 
pa razredčili s 500 μL 50 mM Tris (pH 7,4) ter vzorce centrifugirali 15 min pri 16 000 g 
in 4 °C.  
Med centrifugiranjem smo pripravili s streptavidinom konjugirane magnetne kroglice: v 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali volumen suspenzije, ki je zadostoval za vse vzorce 
(uporabili smo 50 μL suspenzije kroglic na vzorec; za 6 vzorcev torej 300 μL), in 
kroglice s pomočjo magnetenga stojala trikrat sprali s po 1 mL  50 mM Tris (pH 7,4). 
Na koncu smo jih resuspendirali v pufru Tris (pH 7,4), tako da je bil volumen 
suspenzije enak začetnemu (300 μL). Supernatante centrifugiranih redčenih celičnih 
lizatov smo prenesli v sveže mikrocentrifugirke in v vsako dodali po 50 μL suspenzije 
magnetnih kroglic. Vzorce smo čez noč inkubirali na rotirajočem mešalu pri 4 °C. 
Naslednji dan smo vzorce najprej ekvilibrirali na sobno temperaturo. Medtem smo 
pripravili pufre za spiranje. Magnetnim kroglicam smo s pomočjo magnetnega stojala 
odstranili nevezane frakcije, nato pa smo jih spirali s po 1 mL pufra po sledečem 
protokolu: 
• 2-krat z 2-odstotnim NaDS, 
• 3-krat s pufrom za spiranje 1, 
• 3-krat s pufrom za spiranje 2, 
• 1-krat s 50 mM Tris (pH 7,4). 
Po dodatku ustreznega pufra za spiranje smo mikrocentrifugirke v vsakem koraku 7 min 
obračali na rotirajočem mešalu. Med spiranji smo k nevezanim frakcijam dodali 6-kratni 
volumen ledenohladnega acetona in jih vsaj 1 h inkubirali pri –20 °C. Oborjene proteine 
smo posedli s centrifugiranjem (10 min pri 14 000 g in 4 °C). Aceton smo odlili in 
osušene usedline resuspendirali v 200 μL 1-kratnega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE 
z DTT ter vzorce inkubirali 5 min pri 100 °C. 
Po zadnjem spiranju magnetnih kroglic smo pufer Tris odstranili in kroglice 
resuspendirali v 200 μL 50 mM Tris (pH 7,4). Od tega smo odvzeli 70 μL za analizo 
vzorcev z barvanjem s srebrom. Prenesli smo jih v ločeno mikrocentrifugirko, jim s 
pomočjo magnetnega stojala odstranili pufer in jih resuspendirali v 20 μL 1-kratnega 
nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z DTT. Pufer smo odstranili tudi od preostalih 
kroglic (130 μL) in jih resuspendirali v 65 μL 1-kratnega nanašalnega pufra za NaDS-
PAGE z DTT – te vzorce smo uporabljali za analizo s prenosom western in 
imunodetekcijo. Vse vzorce smo inkubirali 5 min pri 100 °C. 
Na gel, ki smo ga po NaDS-PAGE barvali s srebrom (poglavje 3.2.3.4), smo nanesli 
celoten volumen v ta namen pripravljenih vzorcev eluatov (20 μL), na gele, ki so bili 
namenjeni prenosu western in imunodetekciji (poglavje 3.2.3.5) pa po 15 μL (od skupno 




30 μL) celičnih lizatov, 20 μL (od skupno 65 μL) eluatov in po 6 μL (od skupno 200 
μL) vzorcev nevezanih frakcij. Z imunodetekcijo po prenosu western smo preverili 
prisotnost fuzijskega proteina (s protitelesi anti-HA) oz. biotin ligaze (s protitelesi anti-
myc) in prisotnost biotiniliranih proteinov (z označevalcem streptavidin-HRP). 
3.2.3.2.2.2 Test »pull down« za pripravo vzorcev za LC-MS 
Za pripravo vzorcev za LC-MS smo vsak test »pull down« izvedli v treh bioloških 
ponovitvah. Za vsako biološko ponovitev smo izhajali iz ene 10 cm plošče prehodno 
transficiranih celic HEK 293T. V vsako ploščo smo dodali po eno krovno stekelce, ki 
smo ga uporabili za preverjanje uspešnosti transfekcije in biotinilacije z 
imunocitokemijo. Tri plošče smo transficirali z zapisom za ORF1p-BioID2-HA, tri 
(kontrolne) pa z zapisom za myc-BioID2. 
Transfekcijo smo izvedli dan po nacepljanju celic, indukcijo biotinilacije pa 24 h po 
transfekciji – gojitveni medij smo nadomestili z ogretim cDMEM s 50 μM biotinom. Po 
nadaljnjih 24 h smo celice vsake biološke ponovitve s strgalom postrgali v gojišče in jih 
skupaj z njim prenesli v 15 mL centrifugirke. Celice smo posedli s centrifugiranjem (3 
min, 800 g) in jih trikrat sprali z 10 mL DPBS. Po zadnjem spiranju in centrifugiranju 
smo DPBS odsesali in celice lizirali s 550 μL sveže pripravljenega liznega pufra z 
dodanimi proteaznimi inhibitorji ter jih prestavili na led. Lizatom smo dodali še po 50 
μL 20-odstotnega detergenta Triton X-100 in jih nato obdelali z ultrazvočnim 
razbijalnikom. Razbijali smo jih štirikrat po 20 s (cikel 0,9, amplituda 80 %) z vmesnim 
nekajminutnim ohlajanjem na ledu. Med vzorci smo konico razbijalnika spirali z vodo 
in etanolom. Po ultrazvočnem razbijanju smo vzorcem najprej odstranili 30 μL za 
analizo s prenosom western, nato pa smo jih prenesli v 2 mL mikrocentrifugirke in jim 
dodali 1 mL 50 mM Tris (pH 7,4) ter jih 15 min centrifugirali pri 15 000 g in 4 °C. 
Supernatante smo prenesli v sveže 2 mL mikrocentrifugirke in jim dodali po 100 μL 
magnetnih kroglic Dynabeads MyOne Streptavidin T1, ki smo jih predhodno s pomočjo 
magnetnega stojala trikrat sprali s 50 mM Tris (pH 7,4). Vzorce smo čez noč mešali na 
rotirajočem mešalu v hladni sobi pri 4 °C. 
Naslednji dan smo vzorce ekvilibrirali na sobno temperaturo in jih nato prestavili na 
magnetno stojalo. Nevezane frakcije smo prenesli v 15 mL centrifugirke in jih pripravili 
na enak način kot pri poskusnem testu »pull down«. Na enak način in z enakimi 
volumni pufrov (1 mL) smo izvedli tudi spiranje magnetnih kroglic. Po zadnjem 
spiranju smo pufer Tris odstranili in kroglice s pipetiranjem dobro resuspendirali v 1 
mL 50 mM Tris (pH 7,4). Od vsakega vzorca smo odvzeli 200 μL (20 %) suspenzije za 
analize, iz preostalih 800 μL (80 %) pa smo pripravili vzorce za identifikacijo proteinov 
z LC-MS: na magnetnem stojalu smo jim odstranili pufer in jih resuspendirali v 50 μL 
50 mM amonijevega bikarbonata, nato pa jih hipoma zamrznili v tekočem dušiku in jih 
shranili pri –80 °C. Iz 200 μL vzorcev za analize smo odvzeli po 70 μL suspenzije in jih 
prenesli v sveže mikrocentrifugirke, da smo pripravili vzorce za analizo z barvanjem s 
srebrom. S pomočjo magnetnega stojala smo jim odvzeli pufer in jih resuspendirali v 20 




μL 1-kratnega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z DTT. Pufer smo odstranili tudi od 
preostalih 130 μL suspenzije kroglic in kroglice resuspendirali v 65 μL 1-kratnega 
nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z DTT. Vse vzorce smo inkubirali 5 min pri 100 °C. 
Na gel, ki smo ga po NaDS-PAGE barvali s srebrom (poglavje 3.2.3.4), smo nanesli 
celoten volumen v ta namen pripravljenih vzorcev eluatov (20 μL), na gele, ki so bili 
namenjeni prenosu western in imunodetekciji (poglavje 3.2.3.5), pa po 6 μL (od skupno 
35 μL) celičnih lizatov, 20 μL (od skupno 65 μL) eluatov in po 3 μL (od skupno 200 
μL) vzorcev nevezanih frakcij. Z imunodetekcijo po prenosu western smo preverili 
prisotnost fuzijskega proteina (s protitelesi anti-HA) oz. biotin ligaze (s protitelesi anti-
myc) in prisotnost biotiniliranih proteinov (z označevalcem streptavidin-HRP). 
3.2.3.3 NaDS-PAGE 
NaDS-PAGE je standardna laboratorijska tehnika, ki se uporablja za analizo mešanic 
proteinov. Slednji se ob visoki temperaturi in v prisotnosti anionskega detergenta NaDS 
denaturirajo in pridobijo negativen naboj, katerega velikost je sorazmerna velikosti 
proteina. Tako pripravljeni proteini v zunanjem električnem polju zaradi različnih 
nabojev različno hitro potujejo proti pozitivno nabiti elektrodi in se v zamreženem 
poliakrilamidnem gelu ločijo glede na svojo molekulsko maso. Za učinkovito ločevanje 
je pomembno, da je nad ločevalnim gelom prisoten zbiralni (koncentracijski) gel, v 
katerem se proteini pred ločevanjem skoncentrirajo v ozko linijo [132]. 
NaDS-PAGE smo uporabljali za ločevanje proteinov v celičnih lizatih ali v vzorcih po 
testu »pull down«. Proteinskim vzorcem smo dodali nanašalni pufer za NaDS-PAGE in 
jih pred nanosom na gel inkubirali 5 min pri 100 °C. Običajno smo uporabljali v 
laboratoriju pripravljene 12,5-odstotne diskontinuirne poliakrilamidne gele, občasno pa 
tudi komercialne 12-odstotne diskontinuirne poliakrilamidne gele ali gradientne 
poliakrilamidne gele (8–12 %). Poleg vzorcev smo na gel vedno nanesli tudi standard 
velikosti. Elektroforezo smo izvajali v 1-kratnem elektroforeznem pufru za NaDS pri 
stalnem toku 35 mA na gel tako dolgo, da je fronta barvila bromfenol modro zapustila 
gel.  
3.2.3.4 Barvanje s srebrom 
Barvanje s srebrom je metoda, ki jo pogosto uporabljamo za detekcijo proteinov po 
NaDS-PAGE. Odlikuje jo dobra občutljivost (zaznamo lahko že manj kot 1 ng 
proteina), za njeno izvedbo pa ne potrebujemo dragih reagentov. V prvem koraku 
fiksiramo  proteine v poliakrilamidnem gelu in sočasno odstranimo spojine, ki bi lahko 
motile nadaljnji postopek. Sledi senzitizacija, s katero povečamo občutljivost, nato pa 
inkubacija gela v raztopini srebrovega nitrata. Proteini vežejo srebrove ione, ki jih z 
naslednjim korakom (t. i. razvijanjem) reduciramo in tako spremenimo v vidno obliko 
(srebro). Pomembno je, da razvijanje na primerni točki zaustavimo, saj se v nasprotnem 
primeru obarva tudi ozadje [133]. 




Barvanje s srebrom smo uporabljala za analize eluatov po testu »pull down«. Po 
končani NaDS-PAGE smo gel fiksirali v fiksirni raztopini, ki smo jo po enourni (ali 
prekonočni) inkubaciji za eno uro (ali za čez noč) nadomestili z raztopino za 
senzitizacijo. Gel smo nato 4-krat po 15 min spirali z dH2O ter ga 1 h inkubirali v 
raztopini srebrovega nitrata. Zatem smo ga dvakrat po 1 min spirali v dH2O, nato pa 
smo mu dodali raztopino za razvijanje. Ko smo bili zadovoljni z intenziteto lis (tj. 
običajno po nekaj minutah), smo gel nemudoma prestavili v raztopino za zaustavitev 
reakcije. V slednji smo ga inkubirali 30 min, nato pa smo ga prestavili v dH2O in ga 
slikali z aparaturo ChemiDoc MP. 
3.2.3.5 Prenos western in imunodetekcija 
Prenos western je tehnika, ki omogoča prenos proteinov iz poliakrilamidnega gela na 
mikroporozno (nitrocelulozno ali PVDF) membrano. Izvedemo ga lahko na različne 
načine, zaradi hitrosti in učinkovitosti pa se največkrat uporablja elektroforezni prenos. 
Pri slednjem gel s proteini in membrano stisnemo v »sendvič« med pozitivno in 
negativno elektrodo, premik negativno nabitih proteinov pa induciramo z zunanjim 
električnim poljem. Prenos western v kombinaciji z imunodetekcijo je eno ključnih 
orodij za detekcijo in karakterizacijo proteinov, zlasti tistih, ki so v vzorcih prisotni v 
zelo majhnih količinah [134]. 
Prenos western in imunodetekcijo smo uporabljali za preverjanje prisotnosti ORF1p, 
fuzijskih proteinov ORF1p oz. JM111 z biotin ligazo, biotin ligaze ali biotiniliranih 
proteinov v celičnih lizatih in v vzorcih po testu »pull down«. Po končani NaDS-PAGE 
smo gel vsaj 10 min stresali v 1-kratnem prenašalnem pufru za prenos western, da smo 
iz njega odstranili NaDS. V prenašalni pufer smo namočili tudi vse ostale komponente 
za sestavljanje sendviča (če smo uporabili membrano PVDF, smo jo predhodno 
aktivirali tako, da smo jo za ~ 1 min namočili v 100-odstotni metanol). Ko smo sestavili 
sendvič (krpica – 2 plasti filter papirja – poliakrilamidni gel – membrana – 2 plasti filter 
papirja – krpica), smo ga namestili v hlajeno kadičko in izvedli prenos v 1-kratnem 
prenašalnem pufru; potekal je 90 min pri konstantnem toku 220 mA. 
Po prenosu proteinov na membrano smo gel barvali z barvilom CBB, da smo preverili 
učinkovitost prenosa, membrano pa smo blokirali 1 h pri sobni temperaturi ali čez noč 
pri 4 °C, da smo preprečili nespecifično vezavo protiteles. Za blokiranje smo običajno 
uporabljali raztopino 5-odstotnega mleka v PBST. Če smo želeli detektirati biotinilirane 
proteine, smo namesto mleka, ki vsebuje biotin, uporabili raztopino 5-odstotnega BSA v 
PBST. Po blokiranju smo membrano inkubirali v raztopini primarnih protiteles 1 h pri 
sobni temperaturi ali čez noč pri 4 °C. Nevezana in nespecifično vezana protitelesa smo 
sprali s PBST; izvedli smo tri spiranja po 10 min. Membrano smo nato 1 h inkubirali v 
raztopini sekundarnih protiteles, konjugiranih s HRP, nato pa jo spirali dvakrat po 15 
min s PBST in na koncu še 10 min z dH2O. Proteine smo detektirali s pomočjo 
kemoluminiscenčnega substrata za encim HRP. Pri encimski pretvorbi substrata se 
sprošča svetloba, ki jo lahko detektiramo. Uporabljali smo različne substrate, vse po 




navodilih proizvajalcev. Po odstranitvi raztopine substrata z membrane smo bodisi 
izvedli ročno razvijanje na fotografskem filmu s pomočjo ojačevalne kasete ali pa smo 
kemoluminiscenco detektirali z aparaturo ChemiDoc MP. 
Če smo želeli po detekciji določenega proteina na isti membrani detektirati še drug(e) 
protein(e), smo vezana protitelesa odstranili s spiranjem po sledečem protokolu: 
• spiranje s pufrom za odstranjevanje vezanih protiteles: 2-krat po 8 min, 
• spiranje s PBS: 2-krat po 10 min, 
• spiranje s PBST: 2-krat po 5 min. 
Nato smo membrano ponovno blokirali (1 h pri sobni temperaturi ali čez noč pri 4 °C) 
in nadaljevali s koraki klasične imunodetekcije. 
 






4.1 Karakterizacija granul proteina ORF1p z imunocitokemijo 
4.1.1 Celična lokalizacija ORF1p 
Z imunodetekcijo ORF1p s pomočjo zajčjih poliklonskih protiteles proti peptidu v N-
končnem delu proteina (ak 32–45) smo ORF1p detektirali v celičnih linijah 2102Ep in 
nTERA2 (slika 13), medtem ko je bil njegov signal v netransficiranih celicah linij HEK 
293T, HeLa in SH-SY5Y skoraj nezaznaven. ORF1p je bil v celicah pretežno 
skoncentriran v granulah, ki so se običajno nahajale v citoplazmi in le redko znotraj 
jedra, v manjši meri pa smo opazili tudi difuzen citoplazemski signal. Citoplazemske 
granule ORF1p so bile prisotne tudi v celicah, ki so se delile. 
Z imunocitokemijo smo preverili tudi lokalizacijo ORF1p z N-končno oznako Flag, 
myc ali GFP ter lokalizacijo mutirane oblike JM111 z N-končno oznako Flag (slika 14). 
Pri vseh konstruktih smo v uspešno transficiranih celicah poleg difuznega 
citoplazemskega signala opazili tudi značilne citoplazemske granule. Lokalizacija 















Slika 13: Lokalizacija ORF1p v netransficiranih celičnih linijah 2102Ep in nTERA2. 
ORF1p se nahaja v citoplazmi; v večini celic je skoncentriran v granulah. Te so prisotne tudi v 
celicah, ki se delijo. 





































Slika 14: Lokalizacija ORF1p in JM11 v prehodno transficirani celični liniji HeLa. Celice 
smo fiksirali 48 h po transfekciji z vektorji pDEST-GFP-ORF1p, pDEST-Flag-ORF1p, pDEST-
myc-ORF1p oz. pDEST-Flag-JM111. V večini transficiranih celic smo poleg difuznega 
citoplazemskega signala opazili tudi citoplazemske granule ORF1p. Oznaki Flag in myc smo 
detektirali z mišjimi monoklonskimi protitelesi. 
4.1.2 Vpliv stresa na lokalizacijo endogenega ORF1p 
Rezultati kažejo, da prisotnost nekaterih eksogenih stresorjev vpliva na morfologijo 
granul ORF1p (slika 15). Po enournem stresiranju celic linije 2102Ep z 1 mM NaAsO2 
ali 1 mM DTT so se v celicah pojavile večje in nekoliko bolj difuzne granule ORF1p, 
medtem ko je 0,2 mM NaCl povzročil popolno kondenzacijo difuznega 
citoplazemskega ORF1p v drobnejše granule. 3 mM H2O2 na morfologijo granul ni 
vplival, prav tako kot tudi ne kombinacija 3 mM H2O2 z 1 mM NaAsO2, 1 mM DTT ali 
0,2 M NaCl. 






















































Slika 15: ORF1p v stresiranih celicah 2102Ep. NaAsO2 in DTT sprožita preureditev ORF1p v 
večje granule; v celicah, izpostavljenih NaCl, citoplazemski ORF1p popolnoma agregira. H2O2 
na granule ORF1p ne vpliva oz. inhibira njihovo preureditev. Celice smo z navedenimi 
koncentracijami stresorjev inkubirali 1 h tik pred fiksacijo. ORF1p smo detektirali z zajčjimi 
poliklonskimi protitelesi proti ORF1p. 




Preverili smo, če endogeni ORF1p v (ne)stresiranih celicah 2102Ep kolokalizira s 
proteinoma PABP (označevalni protein stresnih granul) in DCP1A (označevalni protein 
telesc P) (slika 16). V nestresiranih celicah granule ORF1p niso sovpadale z nobenim 
od preučevanih proteinov (oba sta izkazovala šibek enakomeren citoplazemski signal), 
medtem ko so v stresiranih celicah v večini primerov sovpadale s signalom proteina 
PABP, ki je bil skondenziran v stresnih granulah (slika 16a). Tudi drobna telesca P so se 
pojavila šele v stresiranih celicah; pogosto so se nahajala v neposrednem stiku z večjimi 
































DAPI združena slikaDCP1A ORF1p
 
Slika 16: Kolokalizacija ORF1p in stresnih granul oz. telesc P v celični liniji 2102Ep. 
Preverjali smo kolokalizacijo ORF1p s PABP (a), ki je označevalni protein stresnih granul, in z 
DCP1A (b), ki je označevalni protein telesc P. V nestresiranih celicah proteini ne kolokalizirajo. 
V stresiranih celicah večina granul ORF1p sovpada s stresnimi granulami PABP, granule 
DCP1A (telesca P) pa se pogosto nahajajo v neposredni bližini stresnih granul. Celice smo z 1 
mM NaAsO2 stresirali 1 h tik pred fiksacijo. ORF1p smo detektirali z zajčjimi poliklonskimi 
protitelesi proti ORF1p, PABP in DCP1A pa z mišjimi monoklonskimi protitelesi. 




4.1.3 Vpliv stresa na lokalizacijo prehodno izraženega ORF1p 
Ker so bile predhodne raziskave glede prekrivanja granul ORF1p z znanimi 
ribonukleoproteinskimi agregati večinoma opravljene na prekomerno izraženem 
proteinu ORF1p, smo morebitno prekrivanje signalov ORF1p in označevalnih proteinov 
stresnih granul (PABP) in telesc P (DCP1A) preverili tudi v (ne)stresiranih celičnih 
linijah HEK 293T in HeLa, ki smo ju v ta namen prehodno transficirali z vektorjem 
pDEST-Flag-ORF1 (sliki 17 in 18). 
V mnogih transficiranih celicah HEK 293T je Flag-ORF1p s PABP kolokaliziral že v 
odsotnosti eksogenih stresorjev (slika 17a). Zlasti smo to opazili pri večjih 
citoplazemskih granulah, medtem ko v celicah z drobnejšimi granulami Flag-ORF1p 
stresnih granul običajno ni bilo. Sovpadanje signalov Flag-ORF1p in PABP smo opazili 
tudi v stresiranih celicah. V nasprotju s celično linijo 2102Ep so bila v celicah HEK 
293T telesca P prisotna že v nestresiranih celicah (slika 17b); predvsem drobnejše 
granule Flag-ORF1p so se pogosto (ne pa vedno) nahajale tik ob njih. Občasno 
prekrivanje signalov oz. neposredno bližino granul obeh proteinov smo opazili tudi v 
stresiranih celicah. 
V celični liniji Hela protein Flag-ORF1p v nestresiranih celicah ni kolokaliziral s 
stresnimi granulami, saj teh v celicah ni bilo. V prisotnosti eksogenih stresorjev 
(NaAsO2, DTT ali NaCl) pa smo zaznali kolokalizacijo granul ORF1p s PABP, 
označevalnim proteinom stresnih granul (slika 18a). Tako kot v celicah HEK 293T smo 
tudi v celicah HeLa telesca P opazili že v nestresiranih celicah (slika 18b), vendar pa jih 
v precejšnjem deležu s pDEST-Flag-ORF1 transficiranih celic nismo zaznali. V celicah, 
v katerih so bila prisotna, so se le izjemoma prekrivala z granulami ORF1p, pogosteje 
pa so se nahajala neposredno ob njih. Granule ORF1p in DCP1A večinoma niso 
neposredno sovpadale niti v transficiranih celicah, stresiranih z NaAsO2, NaCl pa je v 
veliki večini celic povzročil razpad telesc P. 
Da se ORF1p ob stresu zares nahaja v stresnih granulah, smo dodatno potrdili še s 
preverjanjem njegove kolokalizacije s proteinom G3BP1, ki je še eden od 
najznačilnejših označevalnih proteinov teh ribonukleoproteinskih kompleksov. V ta 
namen smo uporabili stabilno transficirano celično linijo TR-Flp-In SH-SY5Y 
mScarlet-G3BP1-Myc, ki ob indukciji z doksiciklinom izraža fuzijski protein mScarlet-
G3BP1-Myc. Slednji v odsotnosti stresa izkazuje difuzen citoplazemski signal, ob 
stresu pa se mobilizira v stresne granule. Rezultati detekcije G3BP1 in ORF1p kažejo, 
da se granule obeh proteinov v stresnih pogojih prekrivajo (slika 19a). Izrazito 
prekrivanje opazimo tudi ob hkratni detekciji ORF1p, G3BP1 in PABP v stresiranih 
induciranih celicah (slika 19b). 





































Slika 17: Kolokalizacija Flag-ORF1p in stresnih granul oz. telesc P v stresirani celični 
liniji HEK293T. Preverjali smo a) kolokalizacijo Flag-ORF1p in PABP (označevalni protein 
stresnih granul) oz. b) kolokalizacijo Flag-ORF1p in DCP1A (označevalni protein telesc P) v 
nestresiranih in stresiranih transficiranih celicah. Večje granule Flag-ORF1p so v mnogih 
celicah že v odsotnosti eksogenih stresorjev sovpadale z granulami PABP, kolokalizacijo 
proteinov pa smo potrdili tudi v stresiranih celicah. Predvsem drobnejše granule Flag-ORF1p so 
se v nestresiranih celicah v nekaterih primerih (delno) prekrivale s telesci P ali pa so bile 
locirane tik ob njih. Delno kolokalizacijo Flag-ORF1p in DCP1A smo opazili tudi v nekaterih 
stresiranih celicah. Celice smo stresirali 1 h tik pred fiksacijo, ki smo jo izvedli 48 h po 
transfekciji s pDEST-Flag-ORF1. 

















































Slika 18: Kolokalizacija Flag-ORF1p in stresnih granul oz. telesc P v stresirani celični 
liniji HeLa. Preverjali smo a) kolokalizacijo Flag-ORF1p in PABP (označevalni protein 
stresnih granul) oz. b) kolokalizacijo Flag-ORF1p in DCP1A (označevalni protein telesc P) v 




nestresiranih in stresiranih transficiranih celicah. Flag-ORF1p je v stresiranih celicah (ne pa tudi 
v odsotnosti stresa) kolokaliziral s PABP. DCP1A vsebujoča telesca P se z granulami ORF1p 
večinoma niso neposredno prekrivala niti v nestresiranih niti v stresiranih celicah, v nekaterih 
primerih pa so se nahajala tik ob njih. Celice smo stresirali 1 h tik pred fiksacijo, ki smo jo 





























Slika 19: Kolokalizacija Flag-ORF1p in stresnih granul v stresiranih celicah linije TR-Flp-
In SH-SY5Y mScarlet-G3BP1-Myc. Preverjali smo, ali Flag-ORF1p v stresiranih celicah 
kolokalizira z G3BP1 (a) oz. z G3BP1 in s PABP (b). Flag-ORF1p je v stresiranih celicah 
kolokaliziral z obema označevalnima proteinoma stresnih granul. Celice smo 24 h po indukciji z 
doksiciklinom (1 μg/mL) transficirali s plazmidom pDEST-Flag-ORF1, po nadaljnjih 24 h pa 
smo jih 1 h stresirali z 1 mM NaAsO2, jih fiksirali in izvedli imunocitokemijo. 




4.2 Biotinilacija s prepoznavo protitelesa (BAR) 
Z metodo BAR smo želeli določiti proteinske interakcijske partnerje proteina ORF1p v 
(ne)stresiranih celicah. V prvi fazi smo morali za izvedbo metode izbrati primerno 
celično linijo. Z imunodetekcijo proteina ORF1p v celičnih lizatih smo preverili, v 
kateri celični liniji se ga izraža največ (slika 20). V skladu z rezultati imunocitokemije 
proteina v lizatih netransficiranih celičnih linij HeLa in HEK 293T (skoraj) nismo 
zaznali, detektirali pa smo ga v lizatih linij nTERA2 in 2102Ep. Poleg lise pri velikosti 
~ 40 kDa, ki ustreza velikosti ORF1p in smo jo zaznali v lizatih 2102Ep in nTERA2, 
smo zaznali tudi liso pri velikosti ~ 120 kDa, ki ustreza velikosti trimera ORF1p. V 
lizatu 2102Ep se je občasno pojavila tudi lisa pri ~ 80 kDa (dimer ORF1p), sporadično 
pa smo opazili tudi šibke signale pri velikosti ~ 65 kDa. Iz intenzitet signalov lahko 
sklepamo, da se ORF1p v celicah 2102Ep izraža v večji meri kot v celicah nTERA2. Za 













Slika 20: Endogeni ORF1p v celičnih linijah HeLa, HEK 293T, nTERA2 in 2102Ep. 
Velikosti ORF1p ustreza lisa pri ~ 40 kDa, lisa pri ~ 120 kDa pa trimeru ORF1p. Protein smo 
detektirali z zajčjimi poliklonskimi protitelesi proti ORF1p. 
Metodo BAR smo sprva izvedli v manjšem merilu, da smo optimizirali redčitev 
primarnih protiteles proti ORF1p, sekundarnih protiteles, konjugiranih s HRP, ter čas 
označevanja z biotin-XX tiramidom in s tem radij označenih proteinov v okolici 
ORF1p. Uspešnost biotinilacije smo preverili z imunocitokemijo. Sočasno smo 
detektirali protein ORF1p in biotinilirane proteine ter s konfokalno fluorescenčno 
mikroskopijo preverili, ali se signala prekrivata. Izmed preverjenih kombinacij redčitev 
protiteles smo za nadaljnje poskuse izbrali redčitev 1:100 za primarna zajčja protitelesa 
proti ORF1p in 1:1000 za sekundarna protizajčja protitelesa, konjugirana s HRP. 
Reakcijo označevanja z biotin-XX tiramidom smo pustili teči 4 min; pri krajših časih je 
bila biotinilacija šibka, pri daljših pa smo zaznali povečano nespecifično biotinilacijo na 
območjih brez ORF1p. Na sliki 21 so prikazani rezultati imunocitokemije po izvedbi 




BAR pri izbranih optimiziranih pogojih v nestresiranih in v stresiranih celicah linije 
2102Ep. S slike je razvidno, da je bilo označevanje z biotin-XX tiramidom uspešno in 























Slika 21: Analiza uspešnosti metode BAR v celični liniji 2102Ep z imunocitokemijo. 
Metodo smo izvedli na nestresiranih celicah in na celicah, ki smo jih tik pred fiksacijo 1 h 
stresirali z 1 mM NaAsO2. Biotinilirane proteine smo detektirali z označevalcem streptavidin 
Atto 488, protein ORF1p pa s pomočjo protiteles anti-ORF1p. Pri kontrolnem vzorcu smo 
postopek BAR izvedli brez dodatka primarnih protiteles anti-ORF1p. S slik je razvidna 
kolokalizacija signalov biotiniliranih proteinov in ORF1p. 
V nadaljevanju smo optimizirano metodo BAR izvedli na večji količini celic (tj. za vsak 
pogoj oz. kontrolo na vdolbinici plošče s 6 vdolbinicami) in biotinilirane proteine 
izolirali s testom »pull down« z magnetnimi kroglicami, konjugiranimi s 
streptavidinom. Uspešnost biotinilacije smo potrdili s fluorescenčno mikroskopijo, 
uspešnost izolacije biotiniliranih proteinov pa s prenosom western in imunodetekcijo. 
Rezultati slednje so prikazani na sliki 22 in kažejo, da smo postopek izvedli uspešno – 
biotinilirani proteini so prisotni v lizatih (ne)stresiranih celic, na katerih smo izvedli 
BAR, in v njihovih elucijskih frakcijah po testu »pull down«. Vzorec biotiniliranih 
proteinov v stresiranih celicah se od vzorca v nestresiranih na videz ne razlikuje. Pri 
kontrolnem vzorcu, na katerem nismo izvedli BAR, oz. pri vzorcu, pri katerem smo 
izvedli BAR brez primarnih protiteles anti-ORF1p, biotiniliranih proteinov (skoraj) 
nismo zaznali. 


































Slika 22: Izolacija biotiniliranih proteinov po BAR v celični liniji 2102Ep. a) 
Imunodetekcija biotiniliranih proteinov (zgoraj) in GAPDH (spodaj) v celičnih lizatih pred 
izvedbo testa »pull down« s streptavidinom. b) Imunodetekcija biotiniliranih proteinov v eluatih 
po testu »pull down« s streptavidinom. Biotinilirani proteini so prisotni v vzorcih, na katerih 
smo izvedli BAR, ter v eluatih teh vzorcev po testu »pull down«. Za detekcijo biotiniliranih 
proteinov smo uporabili konjugat streptavidin-HRP. GAPDH (36 kDa) smo detektirali na isti 
membrani po tem, ko smo z nje odstranili konjugat stretavidin-HRP. Za detekcijo smo uporabili 
mišja protitelesa anti-GAPDH. stres. – celice, pred fiksacijo in izvedbo BAR stresirane 1 h z 1 
mM NaAsO2. 
Med biotiniliranimi proteini v eluatih po testu »pull down« smo skušali detektirati tudi 
protein ORF1p, vendar neuspešno. Lise pri velikosti ORF1p (tj. ~ 40 kDa) nismo 
zaznali niti na poliakrilamidnem gelu po barvanju s srebrom (slika 23). Kljub temu, da 
smo poskus večkrat ponovili, smo po barvanju s srebrom vedno zaznali praktično enake 
vzorce pri vseh »pull down«-eluatih ne glede na to, ali smo na celicah predhodno 
izvedli BAR ali ne. Z dodatno kontrolo (tj. z magnetnimi kroglicami, ki jih nismo 
inkubirali s celičnim lizatom, temveč smo jih le spirali po protokolu in nato izvedli 
elucijo) smo ugotovili, da detektirane lise niso posledica močne nespecifične vezave 
celičnih proteinov na magnetne kroglice, temveč posledica elucije proteinov 
(streptavidina) s kroglic. Lise biotiniliranih proteinov, katerih prisotnost smo predhodno 
potrdili z detekcijo po prenosu western, so v primerjavi z lisami streptavidina očitno 
precej šibkejše in jih z barvanjem s srebrom nismo zaznali. 




















Ker smo sprva predvidevali, da ORF1p med izoliranimi biotiniliranimi proteini morda 
ne moremo zaznati zaradi premajhne količine proteinov, smo BAR izvedli še na z myc-
ORF1p transficiranih celicah HEK 293T, ki izražajo velike količine proteinov  
(slika 24). Oznako myc smo izbrali zato, ker v nasprotju z oznako Flag ne vsebuje 
tirozinskih aminokislinskih ostankov, na katere bi se tekom BAR lahko vezal biotin in 
morda onemogočal vezavo protiteles za detekcijo. Poleg tega smo BAR izvedli tudi na 
večji količini celic 2102Ep (tj. v ploščah premera 10 cm namesto v plošči s 6 
vdolbinicami) (slika 25). S slik 24 in 25 je razvidno, da ORF1p v eluatih po testu »pull 
down« nismo zaznali tudi v nobenem od teh poskusov – ORF1p je v obeh primerih ostal 
v nevezani frakciji.  
S slike 25 je razvidno, da je precej biotiniliranih proteinov prisotnih tudi v 
netransficiranih celicah HEK 293T – intenziteta signala je praktično enaka kot pri 
vzorcu iz stresiranih transficiranih celic. To je glede na sicer šibko izražanje 
endogenega ORF1p v celični liniji HEK 293T presenetljivo. 
Slika 23: Detekcija proteinov v eluatih po BAR v celični liniji 2102Ep z barvanjem s 
srebrom. Poleg eluatov po testu »pull down« s streptavidinom, s katerim smo želeli izolirati 
biotinilirane  proteine iz celičnih lizatov, smo na gel nanesli tudi magnetne kroglice, ki jih 
nismo inkubirali s celičnimi lizati, temveč smo jih le spirali po enakem protokolu kot ostale 
vzorce in izvedli elucijo (tj. inkubacijo v 1-kratnem nanašalnem pufru z DTT pri 100 °C 5 min). 
Pri vseh vzorcih opazimo popolnoma primerljive lise, kar glede na kontrolni vzorec (samo 
magnetne kroglice) kaže na to, da so le-te posledica elucije streptavidina z magnetnih kroglic. 
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Slika 24: Biotinilirani proteini in ORF1p po BAR v transficirani celični liniji HEK 293T. 
Stresiranje in nato fiksacijo ter BAR smo izvedli 48 h po transfekciji. Biotinilirane proteine smo 
izolirali s testom »pull down« s streptavidinom. a) Imunodetekcija biotiniliranih proteinov s 
konjugatom streptavidin-HRP. b) Imunodetekcija proteina myc-ORF1p z mišjimi protitelesi 
anti-myc. S testom »pull down« smo uspešno izolirali biotinilirane proteine, med katerimi pa 
nismo zaznali proteina myc-ORF1p. netr. – netransficirane celice; tr. – celice, transficirane s 































Slika 25: Biotinilirani proteini in ORF1p po BAR v celični liniji 2102Ep. BAR smo izvedli 
na celicah na plošči premera 10 cm. a) Detekcija biotiniliranih proteinov s konjugatom 
streptavidin-HRP. b) Imunodetekcija ORF1p z zajčjimi poliklonskimi protitelesi anti-ORF1p. S 
testom »pull down« smo uspešno izolirali biotinilirane proteine, vendar med njimi ni bilo 
proteina ORF1p. 




4.3 Biotinska identifikacija (BioID) z BioID2 oz. s TurboID 
Ker z metodo BAR v eluatih po testu »pull down« nismo detektirali ORF1p, smo za 
odkrivanje njegovih interakcijskih partnerjev uporabili drug pristop, tj. metodo BioID. 
Preizkusili smo dve različici metode z različnima mutantama biotin ligaze – BioID2 in 
njeno katalitično aktivnejšo različico TurboID. Poleg fuzijskih proteinov biotin ligaze z 
ORF1p smo pripravili tudi fuzije z mutirano različico proteina, t. i. JM111. Slednji 
vsebuje točkovni mutaciji (R261A in R262A), ki popolnoma inhibirata 
retrotranspozicijo [135]. Za končno pripravo vzorcev za identifikacijo interakcijskih 
partnerjev proteina ORF1p z LC-MS smo izbrali fuzijski protein ORF1p-BioID2-HA. 
4.3.1 Molekulsko kloniranje 
Z različnimi tehnikami molekulskega kloniranja smo zapisa za ORF1p oz. zapis za 
njegovo mutirano obliko JM111 uspešno vstavili v vektorje pcDNA3.1_myc-BioID2-
MCS, pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA in pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS. Pripravili smo 












Poleg tega smo vstavili Kozakino zaporedje v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA, ki 
tega zaporedja in začetnega kodona predhodno ni vseboval in zato ni omogočal 
izražanja BioID2-HA v sesalskih celicah. Tako smo pripravili ekspresijski vektor, ki 
omogoča izražanje BioID2-HA kot kontrole pri fuzijskih proteinih z BioID2 na C-
koncu. 
4.3.1.1 Vnos zapisa za ORF1p oz. JM111 v vektor pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS 
Zapis za ORF1p oz. JM111 smo v poliklonsko mesto vektorja pcDNA3.1_myc-BioID2-
MCS vstavili prek restrikcijskih mest za EcoRI in BamHI. Prepoznavni zaporedji za 
omenjeni restriktazi smo zapisu za ORF1p oz. JM111 dodali prek začetnih 
oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za PCR, s katerim smo zapisa uspešno pomnožili. 
Prepoznavno mesto za EcoRI smo dodali na 5'-konec, prepoznavno mesto za BamHI pa 
na 3'-konec zapisa. Produkta PCR sta prikazana na sliki 26a; nahajata se pri pričakovani 
velikosti 1037 bp.  




V nadaljevanju smo uspešno izvedli restrikcijo produktov PCR in vektorja 
pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS ter ligacijo rezanih fragmentov. Po transformaciji 
ligacijske mešanice v E. coli DH5α in izolaciji plazmidne DNA iz prekonočnih kultur, 
inokuliranih iz izbranih kolonij, smo prisotnost vključka (1023 bp) v posameznih klonih 
preverili z restrikcijsko analizo z EcoRI in BamHI (slika 26b). Pravilnost nukleotidnih 
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Slika 26: Kloniranje vključka ORF1p oz. JM111 v vektor pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS. a) 
Produkta PCR-pomnoževanja vključkov ORF1p in JM111 na 1-odstotnem agaroznem gelu. 
Zapisu za ORF1p oz. JM111 smo z z. o. na 5'-konec dodali prepoznavno mesto za EcoRI, na 3'-
konec pa prepoznavno mesto za BamHI. Pričakovana dolžina vključkov je 1037 bp. b) 
Restrikcijska analiza prisotnosti vključkov ORF1p oz. JM111 v vektorju pcDNA3.1_myc-
BioID2 z EcoRI in BamHI. Dolžina rezanega vektorja je 6123 bp; vključek (1023 bp) je 
prisoten pri pcDNA3.1_myc-BioID2-ORF1p št. 5 ter pri pcDNA3.1_myc-BioID2-JM111 št. 1. 
4.3.1.2 Vnos zapisa za ORF1 oz. JM111 v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA 
Zapis za ORF1p oz. JM111 smo v poliklonsko mesto vektorja pcDNA3.1_MCS-
BioID2-HA vstavili s kloniranjem IVA. Homologne regije za rekombinacijo v ciljni 
vektor smo vključku ORF1p oz. JM111 dodali prek repov začetnih oligonukleotidov, ki 
smo jih uporabili za pomnoževanje vključkov z matrične DNA (99-gfp-LRE3 oz. 99-
gfp-JM111). V isti reakciji PCR smo hkrati z vključkom pomnožili in s tem linearizirali 
tudi ciljni vektor. Produkti PCR so prikazani na sliki 27a; velikost vključka znaša 1056 
bp, velikost lineariziranega vektorja pa 6112 bp. 
Po tem, ko smo z AGE potrdili uspešnost pomnoževanja vključka in ciljnega vektorja, 
smo iz preostanka produkta PCR z dodatkom restriktaze DpnI odstranili matrično DNA. 
Nato smo izvedli transformacijo kompetentnih celic E. coli DH5α in prisotnost 
vključkov v izbranih zraslih klonih preverili s PCR na osnovi kolonije (slika 27b). V 
primeru, da je prišlo do vstavitve vključka v vektor, smo dobili produkt dolžine 1966 
bp. Pravilnost nukleotidnih zaporedij pozitivnih klonov smo preverili s sekvenciranjem. 
































Slika 27: Kloniranje vključka ORF1p oz. JM111 v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA. a) 
Produkti PCR za IVA kloniranje vključkov ORF1p oz. JM111 na 0,8-odstotnem agaroznem 
gelu. Pri obeh vzorcih vidimo uspešno pomnožen ciljni vektor (6112 bp) in vključek (1056 bp). 
Za analizo z AGE smo uporabili 5 μL od skupnih 25 μL reakcijske mešanice, k preostanku pa 
smo dodali restriktazo DpnI in ga po razgradnji matrične DNA uporabili za transformacijo E. 
coli DH5α. b) Preverjanje prisotnosti vključkov v klonih pcDNA3.1_ORF1p-BioID2-HA oz. 
pcDNA3.1_JM111-BioID2-HA s PCR na osnovi kolonije. Za pomnoževanje smo uporabili z. o. 
CMV F in BGH R. Dolžina pomnožka v primeru uspešne vstavitve vključka je 1966 bp (siva 
puščica), v primeru praznega vektorja brez vključka pa 952 bp. 
4.3.1.3 Vnos Kozakinega zaporedja v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA 
Kozakino zaporedje smo v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA vstavili s kloniranjem 
IVA. Produkt PCR (tj. lineariziran vektor z insercijo 4 nt znotraj mest za homologno 
rekombinacijo) je prikazan na sliki 28; nahaja se pri predvideni velikosti (6116 bp). 









Slika 28: Kloniranje Kozakinega zaporedja v vektor pcDNA3.1_MCS-BioID2-HA. 
Manjkajoče 4 nukleotide smo dodali prek repov z. o.. Na 0,8-odstotnem agaroznem gelu je 
prikazan produkt PCR, ki se nahaja pri pričakovani velikosti (6116 bp). Za analizo z AGE smo 




uporabili 5 μL od skupnih 25 μL reakcijske mešanice, k preostanku pa smo dodali restriktazo 
DpnI in ga po razgradnji matrične DNA uporabili za transformacijo E. coli DH5α. 
4.3.1.4 Vnos zapisa za ORF1 oz. JM111 v vektor pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS 
Zapis za ORF1p oz. JM111 smo v vektor pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS vstavili prek 
restrikcijskih mest za EcoRI in XbaI, pri čemer smo iz vektorja odstranili NLS. 
Pripravili smo po tri različice vektorja pCDNA3_3xHA-TurboID-ORF1p oz. 
pCDNA3_3xHA-TurboID-JM111 z različnimi dolžinami povezovalnega zaporedja med 
zapisoma za TurboID in ORF1p oz. JM111. Končni vektorji so tako vsebovali zapis za 
fuzijski protein brez povezovalnega zaporedja med podenotama (3xHA-TurboID-
ORF1p in 3xHA-TurboID-JM111) ali pa z dvema (3xHA-TurboID-(G4S)2-ORF1p in 
3xHA-TurboID-(G4S)2-JM111) oz. tremi (3xHA-TurboID-(G4S)3-ORF1p in 3xHA-
TurboID-(G4S)3-JM111) ponovitvami povezovalnega aminokislinskega zaporedja G4S. 
Vključka za pripravo vektorjev pCDNA3_3xHA-TurboID-ORF1p in pCDNA3_3xHA-
TurboID-JM111 smo pomnožili v eni reakciji PCR. Prepoznavni zaporedji za EcoRI (na 
5'-konec) in XbaI (na 3'-konec) smo zapisu za ORF1p oz. JM111 dodali prek začetnih 
oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za pomnoževanje vključkov iz plazmidov 99-gfp-
LRE3 oz. 99-gfp-JM111. Produkta PCR sta dolga 1034 bp in sta prikazana na sliki 29a. 
Za pripravo vključkov za vektorje z zapisi za fuzijske proteine z dvema ali tremi 
ponovitvami povezovalnega zaporedja G4S smo PCR izvedli v treh stopnjah. V prvi 
smo zapis za ORF1p oz. JM111 na 5'-koncu podaljšali za del povezovalnega zaporedja 
in mu na 3' koncu dodali prepoznavno zaporedje za XbaI. Produkt prvega 
pomnoževanja (1040 bp) smo uporabili kot matrico v drugi reakciji, s katero smo 
povezovalno zaporedje na 5'-koncu podaljšali do celotne dolžine, tj. (G4S)3. Produkt 
druge stopnje (1068 bp) smo uporabili kot matrico v tretji reakciji, s katero smo 
povezovalno zaporedje prilagodili na želeno dolžino in mu na 5'-konec dodali še 
prepoznavno mesto za EcoRI. Produkta EcoRI-(G4S)2-ORF1p-XbaI in EcoRI-(G4S)2-
JM111-XbaI sta dolga 1064 bp, produkta  EcoRI-(G4S)3-ORF1p-XbaI in EcoRI-(G4S)3-
JM111-XbaI pa 1079 bp. Produkti posameznih stopenj PCR so prikazani na sliki 29. 
Vse produkte končnih stopenj PCR ter ciljni vektor pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS 
smo obdelali z restriktazama EcoRI in XbaI ter izvedli ligacijo. Z ligacijsko mešanico 
smo transformirali bakterije E. coli DH5α in v nadaljevanju z restrikcijsko analizo z 
EcoRI in XbaI potrdili, da večina klonov vsebuje želeni vključek (slika 30). Pravilnost 
nukleotidnih zaporedij vključkov smo preverili s sekvenciranjem. 






























Slika 29: Priprava vključkov ORF1p oz. JM111 s povezovalnim zaporedjem za vstavljanje 
v vektor pCDNA3_3xHA-TurboID-NLS. a) Produkti prve stopnje PCR-pomnoževanja 
vključkov ORF1p oz. JM111 na 1-odstotnem agaroznem gelu. Kot matrico smo v reakciji 
uporabili vektor 99-gfp-LRE3 oz. 99-gfp-JM111. Produkta EcoRI-ORF1p-XbaI in EcoRI-
JM111-XbaI sta dolga 1034 bp, produkta delG4S-ORF1p-XbaI in delG4S-JM111-XbaI pa 1040 
bp. b) Produkti druge stopnje PCR pomnoževanja vključkov ORF1p oz. JM111 na 1-odstotnem 
agaroznem gelu. Kot matrico smo v reakciji uporabili produkt prve stopnje PCR. Produkta 
(G4S)3-ORF1p-XbaI in (G4S)3-JM111-XbaI sta dolga 1068 bp. c) Produkti tretje stopnje PCR 
pomnoževanja vključkov ORF1p oz. JM111 na 1-odstotnem agaroznem gelu. Kot matrico smo 
v reakciji uporabili produkt druge stopnje PCR. Produkta EcoRI-(G4S)2-ORF1p-XbaI in EcoRI-
(G4S)2-JM111-XbaI sta dolga 1064 bp, produkta  EcoRI-(G4S)3-ORF1p-XbaI in EcoRI-(G4S)3-
JM111-XbaI pa 1079 bp. Pri manjši velikosti opazimo še nespecifičen produkt, ki pa smo se ga 
z izolacijo pričakovane lise iz gela uspešno znebili. 
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Slika 30: Restrikcijska analiza prisotnosti vključkov v klonih pCDNA3_3xHA-TurboID z 
vključki ORF1, JM111, (G4S)2-ORF1, (G4S)2-JM111, (G4S)3-ORF1 oz. (G4S)3-JM111 z 
EcoRI in XbaI. Rezan vektor meri 6422 bp, medtem ko je dolžina vključka ORF1p oz. JM111 
1020 bp, (G4S)2-ORF1 oz. (G4S)2-JM111 1050 bp, (G4S)3-ORF1 oz. (G4S)3-JM111 pa 1065 bp 
(siva puščica). 




4.3.2 Analiza izražanja in aktivnosti fuzijskih proteinov ORF1p oz. JM111 z BioID2 
oz. TurboID z imunocitokemijo 
Z vsemi desetimi pripravljenimi vektorji z zapisi za fuzijske proteine ORF1p oz. JM111 
z BioID2 oz. s TurboID smo transficirali sesalske celične kulture. Preverili smo, ali se 
fuzijski proteini izražajo, kakšna je njihova lokalizacija v celicah in ali so encimsko 
aktivni (tj. ali se ob dodatku medija z biotinom inducira biotinilacija proteinov v bližini 
fuzijskega proteina). Zanimalo nas je tudi, ali se bo lokalizacija fuzijskih proteinov 
razlikovala glede na to, ali je biotin ligaza pripeta na N- ali na C-konec proteina ORF1p 
oz. JM111. 
Aktivnost in lokalizacijo myc-BioID2, BioID2-HA in fuzijskih proteinov myc-BioID2-
ORF1p in ORF1p-BioID2-HA smo najprej preverili na celični liniji HEK 293T (slike 
31-33). Preverili smo tudi, ali je encim aktiven v odsotnosti dodanega biotina. 
Transfekcija s transfekcijskim reagentom X-tremeGENE 9 je bila zelo uspešna (tj. 80–
90-odstotna). Biotinilirane proteine smo detektirali le pri vzorcih, ki smo jim po 
transfekciji dodali biotin, medtem ko jih pri vzorcih brez dodanega biotina skoraj nismo 
zaznali. Biotin ligaza BioID2 z oznako myc ali z oznako HA se je v celicah izražala 
difuzno, medtem ko so fuzijski proteini z ORF1p vsaj v določenem deležu celic tvorili 
tudi citoplazemske granule (sliki 31 in 33). V primeru fuzijskega proteina myc-BioID2-
ORF1p so bile slednje redkejše, v nekaterih celicah pa smo opazili nenormalno velike 
agregate. Poleg tega so bile v mnogih celicah prisotne nenavadne mehurjaste tvorbe 
(označene z belimi puščicami na sliki 31 in pobliže prikazane na sliki 32). Lokalizacija 
fuzijskega proteina ORF1p-BioID2-HA je bila v primerjavi z myc-BioID2-ORF1p bolj 
podobna tipični lokalizaciji ORF1p; citoplazemske granule so bile drobnejše in priostne 
v več celicah, poleg tega smo v celicah opazili tudi manj mehurjastih tvorb. Podobno 
kot fuzijska proteina BioID2 z ORF1p sta se obnašali tudi fuziji encima z JM111 (slika 
35a); pri myc-BioID2-JM111 smo abnormalne agregate opažali v še več celicah kot pri 
myc-BioID2-ORF1p. 
Izražanje BioID2 in njenih fuzijskih proteinov z ORF1p in z JM111 smo preverili tudi v 
celični liniji HeLa. Iz rezultatov imunocitokemije, ki so prikazani na sliki 34, je 
razvidno, da so se tudi v tej celični liniji vsi proteini izražali in so bili encimsko aktivni. 
Signali biotiniliranih proteinov so po pričakovanjih sovpadali s signali obeh komponent 
fuzijskega proteina, tj. biotin ligaze in proteina ORF1p. Biotin ligaza brez fuzijskih 
partnerjev se je tudi v tej celični liniji izraža difuzno, predvsem po citoplazmi, medtem 
ko so bile pri N- in C-končni fuziji z ORF1p poleg difuznega signala prisotne tudi 
citoplazemske granule. Slednje so bile v primeru ORF1p-BioID2-HA relativno podobne 
granulam endogenega ORF1p v celični liniji 2102Ep, le da so bile v povprečju nekoliko 
večje. Fuzijski protein myc-BioID2-ORF1p se je v celicah pogosto nahajal v obliki 
večjih agregatov ob oz. občasno tudi v celičnem jedru. Podobne rezultate smo dobili 
tudi pri obeh konstruktih z JM111 (slika 35b). 




Za fuzijski protein ORF1p-BioID2-HA smo preverili še, kako se po prehodni 
transfekciji izraža v celični liniji 2102Ep, v kateri je endogeno prisotnega precej 
ORF1p. Transfekcija je bila po pričakovanjih manj uspešna kot v celičnih linijah HEK 
293T in HeLa – približno 50-odstotna. Fuzijski protein se je v celicah izražal v precej 
manjši meri kot v celicah HEK 293T ali HeLa, nahajal pa se je v drobnih (pretežno 
citoplazemskih) granulah, primerljivih granulam endogenega ORF1p v netransficiranih 
celicah (slika 36). 
Izražanje fuzijskih proteinov ORF1p in JM111 z biotin ligazo TurboID smo preverili na 
celičnih linijah HEK 293T (slika 37) in HeLa (slika 38). Kot je razvidno s slik, dolžina 
povezovalnega zaporedja ni bistveno vplivala na aktivnost in lokalizacijo fuzijskih 
proteinov, ki so se v vseh primerih izražali predvsem v citoplazmi in so v nekaterih 
celicah tvorili tudi granule. Pri vseh konstruktih smo biotinilirane proteine zaznali že v 
transficiranih celicah, ki jim nismo dodali medija z biotinom, vendar pa je bil signal v 
vzorcih z dodanim biotinom precej močnejši. Povečal se je predvsem na račun 
močnejšega difuznega citoplazemskega signala, citoplazemskih granul biotiniliranih 
proteinov pa je bilo (zlasti v celicah HEK 293T) napram celicam brez indukcije z 
biotinom manj. V celični liniji HeLa smo občasno opazili nenormalne agregate fuzijskih 
proteinov. Fuzijski proteini TurboID z JM111 so se obnašali podobno kot fuzije z 
nemutiranim proteinom (slika 39); v celicah HEK 293T so nekoliko pogosteje tvorili 
abnormalno velike citoplazemske agregate. V splošnem so se vsi konstrukti s TurboID 
izražali šibkeje od tistih z BioID2. 
 






























































Slika 31: Analiza aktivnosti in lokalizacije fuzijskega proteina myc-BioID2-ORF1p v 
celični liniji HEK 293T z imunocitokemijo. Označenim vzorcem smo 24 h po transfekciji 
medij nadomestili z medijem s 50 μM biotinom, kontrolam brez biotina pa smo medij le 
zamenjali. Celice smo fiksirali 24 h po menjavi medija. Biotinilirane proteine smo detektirali z 
označevalcem streptavidin Atto 488, oznako myc pa z mišjimi monoklonskimi protitelesi anti-
myc. Biotin ligaza se izraža po celotnih celicah, fuzijski protein pa večinoma le v citoplazmi. V 
mnogih celicah so v citoplazmi opazne večje mehurjaste tvorbe (označene z belimi puščicami; 
podrobneje prikazane tudi na sliki 32). 









Slika 32: Mehurjaste tvorbe fuzijskega proteina myc-BioID2-ORF1p v celicah HEK 293T. 
a) Prikaz izbrane ravnine celic. b) Tridimenzionalna projekcija strukture celic. Pripravili smo jo 
z združevanjem slik posameznih ravnin s programom ImageJ. Podobne citoplazemske tvorbe 
smo opazili tudi v celicah, transficiranih z ORF1p-BioID2-HA, vendar v precej manjšem deležu 
celic. Celicam smo 24 h po transfekciji dodali medij s 50 μM biotinom in jih fiksirali 24 h po 
dodatku biotina. 
 




























































DAPI združena slikabiotinilirani proteini HA
 
Slika 33: Analiza aktivnosti in lokalizacije fuzijskega proteina ORF1p-BioID2-HA v 
celični liniji HEK 293T z imunocitokemijo. Označenim vzorcem smo 24 h po transfekciji 
medij nadomestili z medijem s 50 μM biotinom, kontrolam brez biotina pa smo medij le 
zamenjali. Celice smo fiksirali 24 h po menjavi medija. Biotinilirane proteine smo detektirali z 
označevalcem streptavidin Atto 488, oznako HA pa z mišjimi monoklonskimi protitelesi anti-
HA. Biotin ligaza se izraža po celotnih celicah, fuzijski protein pa večinoma le v citoplazmi, 
kjer pogosto tvori drobne granule. Mehurjaste tvorbe (beli puščici) so prisotne v manjšem 
deležu celic kot pri fuzijskem proteinu myc-BioID2-ORF1p. 








































Slika 34: Analiza aktivnosti in lokalizacije fuzijskih proteinov myc-BioID2-ORF1p in 
ORF1p-BioID2-HA v celični liniji HeLa z imunocitokemijo. Celicam smo 24 h po 
transfekciji gojitveni medij nadomestili z medijem s 50 μM biotinom, 24 h po menjavi medija 
pa smo jih fiksirali. Biotinilirane proteine smo detektirali z označevalcem streptavidin Atto 488, 
biotin ligazo s protitelesi anti-HA oz. anti-myc, protein ORF1p pa s pomočjo protiteles anti-
ORF1p. Lokalizacija fuzijskega proteina ORF1p-BioID2-HA je bolj podobna lokalizaciji 
endogenega ORF1p. Pri myc-BioID2-ORF1p so v precej celicah prisotni nenormalni agregati v 
in ob celičnem jedru. 


























a  Celična linija HEK 293T
























Slika 35: Analiza aktivnosti in lokalizacije myc-BioID2-JM111 in JM111-BioID2-HA v 
celičnih linijah HEK 293T (a) in HeLa (b) z imunocitokemijo. Celicam smo 24 h po 
transfekciji gojitveni medij nadomestili z medijem s 50 μM biotinom, 24 h po menjavi medija 
pa smo jih fiksirali. Biotinilirane proteine smo detektirali z označevalcem streptavidin Atto 488, 
fuzijski protein pa s pomočjo protiteles anti-ORF1p. Konstrukti se obnašajo podobno kot 
konstrukti z ORF1p. myc-BioID2-JM111 v celicah HEK 293T pogosto tvori nenormalne 
agregate. Opazimo jih tudi v celični liniji HeLa, kjer se pogosto nahajajo v okolici jedra, včasih 
pa tudi v njem. 



































Slika 36: Analiza aktivnosti in lokalizacije ORF1p-BioID2-HA v celični liniji 2102Ep z 
imunocitokemijo. Celicam smo 24 h po transfekciji gojitveni medij nadomestili z medijem s 50 
μM biotinom in jih fiksirali 24 h po menjavi medija. Biotinilirane proteine smo detektirali z 
označevalcem streptavidin Atto 488, protein ORF1p (endogeni in v fuzijskem proteinu) pa s 
pomočjo protitelesa anti-ORF1p. Granule fuzijskega proteina so primerljive granulam 
endogenega ORF1p. 












































































Slika 37: Analiza aktivnosti in lokalizacije fuzijskih proteinov ORF1p s TurboID v celični 
liniji HEK 293T z imunocitokemijo. Označenim vzorcem smo 48 h po transfekciji medij za 15 
min nadomestili z medijem s 100 μM biotinom, nato pa smo jih fiksirali. Biotinilirane proteine 
smo detektirali z označevalcem streptavidin Atto 488, fuzijski protein pa s pomočjo protiteles 
anti-ORF1p. Biotinilirane proteine smo zaznali že v celicah, ki jim nismo dodali biotina, dolžina 
povezovalnega zaporedja pa na lokalizacijo in aktivnost fuzijskih proteinov ni bistveno vplivala. 

















































Slika 38: Analiza aktivnosti in lokalizacije fuzijskih proteinov ORF1p s TurboID v celični 
liniji HeLa z imunocitokemijo. Celicam smo 48 h po transfekciji medij za 15 min nadomestili 
z medijem s 100 μM biotinom, nato pa smo jih fiksirali. Biotinilirane proteine smo detektirali z 
označevalcem streptavidin Atto 488, biotin ligazo s protitelesi anti-HA, protein ORF1p pa s 
protitelesi anti-ORF1p. Dolžina povezovalnega zaporedja ni imela izrazitega vpliva na 
lokalizacijo in aktivnost fuzijskega proteina, ki se je v vseh primerih izražal predvsem v 
citoplazmi; v nekaterih celicah smo zaznali tudi granule. 













































a  Celična linija HEK 293T
b  Celična linija HeLa










































Slika 39: Analiza aktivnosti in lokalizacije fuzijskih proteinov JM111 s TurboID v celičnih 
linijah HEK 293T (a) in HeLa (b). Celicam smo 48 h po transfekciji medij za 15 min 
nadomestili z medijem s 100 μM biotinom, nato pa smo jih fiksirali. Biotinilirane proteine smo 
detektirali z označevalcem streptavidin Atto 488, fuzijski protein pa s pomočjo protiteles anti-
ORF1p. Fuzijski proteini se obnašajo podobno kot fuzijski proteini z ORF1p. 




4.3.3 Analiza izražanja in aktivnosti fuzijskih proteinov ORF1p oz. JM111 z BioID2 
oz. TurboID s prenosom western 
Za potrditev izražanja in aktivnosti fuzijskih proteinov ORF1p oz. JM111 z biotin 
ligazo BioID2 oz. TurboID smo poleg imunocitokemične analize izvedli tudi prenos 
western in imunodetekcijo fuzijskega in biotiniliranih proteinov v celičnih lizatih 
transficiranih celic. 
Fuzijski proteini ORF1p oz. JM111 z biotin ligazo BioID2 na N- ali C-koncu so se po 
prehodni transfekciji HEK 293T uspešno izražali in bili encimsko aktivni (sliki 40 in 
41). Predvidena velikost fuzijskih proteinov je 67 kDa, velikost BioID2 pa 27 kDa. 
Biotinilirane proteine smo zaznali le v lizatih transficiranih celic, ki smo jim dodali 
medij z biotinom. Vzorec biotiniliranih proteinov je bil v obeh primerih pri fuzijah z 
ORF1p zelo podoben vzorcu pri fuzijah z JM111, vsaj nekoliko pa se je razlikoval od 
vzorca pri BioID2 brez fuzijskega partnerja. Pri vseh fuzijskih proteinih (ne glede na to, 
na kateri konec proteina smo pripeli encim) smo zaznali fragmentacijo – pri detekciji 
fuzijskega proteina smo poleg lise pri pričakovani velikosti opazili tudi lise njegovih 
cepljenih produktov pri manjših velikostih. 
Rezultati na sliki 42 so v skladu z rezultati imunocitokemije na transficiranih celicah 
HEK 293T in kažejo, da so bili encimsko aktivni tudi vsi pripravljeni fuzijski proteini 
biotin ligaze TurboID z ORF1p oz. z JM111, ne glede na odsotnost ali prisotnost in 
dolžino povezovalnega zaporedja med podenotama. Velikost TurboID z oznakami je 42 
kDa, velikost fuzijskih proteinov pa 82 kDa. Čeprav smo z imunocitokemijo zaznali 
biotinilirane proteine tudi v celicah, ki jim nismo dodali medija z biotinom, smo jih z 
imunodetekcijo po prenosu western detektirali le v lizatih celic, ki smo jim po 
transfekciji dodali biotin. Lis pri velikostih fuzijskih proteinov med biotiniliranimi 
proteini ne opazimo, saj je zaradi prevelike količine proteinov najverjetneje prišlo do 
popolnega izčrpanja substrata ECL še pred zajemanjem slike. Vzorci preostalih 
biotiniliranih proteinov so si sicer pri vseh različicah fuzijskih proteinov podobni, se pa 
vidno razlikujejo od vzorca biotinilacije 3xHA-TurboID-NLS. 
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Slika 40: Biotinilirani proteini, myc-BioID2 in ORF1p v lizatih HEK 293T, transficiranih s 
konstrukti myc-BioID2-ORF1p oz. myc-BioID2-JM111. Vzorcem z oznako »+« smo 24 h po 
transfekciji medij zamenjali z medijem s 50 μM biotinom. Celične lizate smo pripravili 24 h po 
dodatku medija z biotinom. Vse proteine smo detektirali na isti membrani. a) Imunodetekcija 
biotiniliranih proteinov s pomočjo konjugata streptavidin-HRP. Biotinilirane proteine smo 
zaznali le v lizatih celic, ki smo jim dodali medij z biotinom. b) Imunodetekcija myc-BioID2 z 
mišjimi protitelesi anti-myc. Zaznali smo lise pri pričakovanih velikostih fuzijskega proteina 
(67 kDa) in myc-BioID2 (27 kDa). c) Imunodetekcija ORF1p z zajčjimi poliklonskimi 
protitelesi anti-ORF1p. Poleg lise pri predvideni velikosti (67 kDa) smo zaznali dodatno liso pri 
manjši velikosti, ki najverjetneje predstavlja cepljen produkt fuzijskega proteina. d) 
Imunodetekcija GAPDH (36 kDa) z mišjimi protitelesi anti-GAPDH. 
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Slika 41: Biotinilirani proteini, BioID2-HA in ORF1p v lizatih HEK 293T, transficiranih s 
konstrukti ORF1p-BioID2-HA oz. JM111-BioID2-HA. Vzorcem z oznako »+« smo 24 h po 
transfekciji medij zamenjali z medijem s 50 μM biotinom. Celične lizate smo pripravili 24 h po 
dodatku medija z biotinom. Vse proteine smo detektirali na isti membrani. a) Imunodetekcija 
biotiniliranih proteinov s pomočjo konjugata streptavidin-HRP. Biotinilirane proteine smo 
zaznali le v lizatih celic, ki smo jim dodali medij z biotinom. b) Imunodetekcija BioID2-HA z 
mišjimi protitelesi anti-HA. Poleg lise pri pričakovani velikosti (67 kDa) smo zaznali še dve pri 
manjših velikostih. c) Imunodetekcija ORF1p z zajčjimi poliklonskimi protitelesi anti-ORF1p. 
Tudi v tem primeru smo poleg lise pri pričakovani velikosti (67 kDa) zaznali dodatno liso pri 
manjši velikosti, kar kaže, da prihaja do cepitve fuzijskega proteina. d) Imunodetekcija GAPDH 
(36 kDa) z mišjimi protitelesi anti-GAPDH. 


























































Slika 42: Biotinilirani proteini, 3xHA-TurboID in ORF1p v lizatih HEK 293T, 
transficiranih s konstrukti ORF1p oz. JM111 s TurboID. Vzorcem z oznako »+« smo 48 h 
po transfekciji gojitveni medij zamenjali z medijem s 100 μM biotinom. Po 15 min smo celice 
prestavili na led in pripravili celične lizate. Vse proteine smo detektirali na isti membrani. a) 
Imunodetekcija biotiniliranih proteinov s pomočjo konjugata streptavidin-HRP. b) 
Imunodetekcija 3xHA-TurboID z mišjimi protitelesi anti-HA. Velikost biotin ligaze je 42 kDa, 
velikost fuzijskih proteinov pa ~ 82 kDa. d) Imunodetekcija GAPDH (36 kDa) z mišjimi 
protitelesi anti-GAPDH. 
















































Slika 43: Primerjava izražanja in aktivnosti fuzijskih proteinov ORF1p z BioID2 oz. s 
TurboID v celičnih linijah HEK 293T in HeLa. Zelo podobe vzorce smo opazili tudi pri 
fuzijskih proteinih z JM111 (slika ni prikazana). Pri konstruktih z BioID2 smo celicam 24 h po 
transfekciji dodali medij s 50 μM biotinom in lizate pripravili 24 h po dodatku biotina. Pri 
konstruktih s TurboID smo celicam 48 h po transfekciji dodali 100 μM biotin in lizate pripravili 
15 min po dodatku biotina. a) Imunodetekcija biotiniliranih proteinov s pomočjo konjugata 
streptavidin-HRP. Vzorci biotiniliranih proteinov se med celičnima linijama bistveno ne 
razlikujejo. V liniji HEK 293T je količina biotiniliranih proteinov precej večja. b) 
Imunodetekcija ORF1p z zajčjimi poliklonskimi protitelesi anti-ORF1p. Pri vseh fuzijskih 
proteinih prihaja do njihove cepitve. Ob daljši ekspoziciji membrane cepljene produkte pri 
manjših velikostih opazimo tudi v vzorcih iz celične linije HeLa. Fuzijski proteini z BioID2 so 
velikosti 67 kDa, fuzijski proteini s TurboID pa 82 kDa. 
 




Z imunodetekcijo po prenosu western smo primerjali tudi morebitne razlike v izražanju 
fuzijskih proteinov v celičnih linijah HEK 293T in HeLa. S slike 43 je razvidno, da je 
količina biotiniliranih proteinov v lizatih transficirane celične linije HEK 293T v 
primerjavi z linijo HeLa v večini primerov občutno večja. Vzorca biotinilacije lahko 
zaradi primerljivih intenzitet signalov najlepše primerjamo pri konstruktu ORF1p-
BioID2-HA – med celičnima linijama se na videz ne razlikujeta (slika 43a). V celicah 
očitno pri vseh fuzijskih proteinih (tudi tistih s TurboID) in v obeh celičnih linijah 
prihaja do njihove cepitve – poleg lise pri velikosti fuzijskega proteina običajno 
zaznamo še dve pri manjših velikostih (slika 43b). V celični liniji HeLa lisi pri manjših 
velikostih zaradi manjše količine proteinov opazimo šele po daljšem času ekspozicije 
membrane (slika ni prikazana). 
4.3.4 Poskusni test »pull down« 
Za nadaljnje delo smo izbrali konstrukt ORF1p-BioID2-HA, kot kontrolo pa smo 
uporabljali biotin ligazo myc-BioID2. Po transfekciji celičnih kultur HEK 293T v 
vdolbinicah plošče s 6 vdolbinicami in dodatku biotina smo izvedli poskusni test »pull 
down« z magnetnimi kroglicami s streptavidinom.  
Z imunodetekcijo po prenosu western smo potrdili, da smo s testom »pull down« iz 
lizatov transficiranih celic HEK 293T uspešno izolirali biotinilirane proteine (slika 44b 
in d); del le-teh je sicer ostal tudi v nevezani frakciji. Z imunodetekcijo smo potrdili, da 
je med izoliranimi biotiniliranimi proteini fuzijski protein ORF1p-BioID2-HA (~ 67 
kDa; slika 44a) oz. pri kontrolnem vzorcu biotin ligaza myc-BioID2 (~ 27 kDa; slika 
44c). Kot že predhodno v celičnih lizatih transficiranih celic smo tudi v tem primeru 
opazili cepitev fuzijskega proteina. Uspešnost izolacije biotiniliranih proteinov smo 
potrdili tudi z NaDS-PAGE eluatov po testu »pull down«, po kateri smo proteine v 
poliakrialmidnem gelu barvali s srebrom (slika 44e). Minimalne količine biotiniliranih 
proteinov smo izolirali že iz lizatov transficiranih celic brez dodanega biotina, precej 
večje količine pa iz lizatov celic, ki smo jim biotin dodali. Pri kontrolnem vzorcu je 
najmočnejša lisa pri velikosti myc-BioID2 (~ 27 kDa), pri vzorcu s fuzijskim proteinom 
pa pri velikosti fuzijskega proteina (~ 67 kDa). Poleg teh opazimo še precej šibkejših a 
jasnih lis pri drugih velikostih. Nekatere so prisotne le pri vzorcu s fuzijskim proteinom, 
ne pa pri kontrolnem vzorcu, in predstavljajo potencialne interakcijske partnerje 
proteina ORF1p. 














































































Slika 44: Izolacija biotiniliranih proteinov po BioID v celični liniji HEK 293T. Pri vzorcih z 
oznako »+B« smo celicam 24 h po transfekciji z vektorjem z zapisom za ORF1p-BioID2-HA 
oz. myc-BioID2 nadomestili medij z medijem s 50 μM biotinom. Pri vzorcih z oznako »-B« 
smo celicam 24 h po transfekciji medij nadomestili s svežim medijem brez biotina. Lizate smo 
pripravili 24 h po dodatku biotina in izvedli test »pull down« s streptavidinom. a) 
Imunodetekcija oznake HA z mišjimi protitelesi anti-HA. Pričakovana velikost fuzijskega 
proteina je 67 kDa. Poleg pričakovane lise jih zaznamo še nekaj pri manjših velikostih, kar 
nakazuje na cepitev fuzijskega proteina. b) Detekcija biotiniliranih proteinov v vzorcih s 
konstruktom ORF1-BioID2-HA s konjugatom streptavidin-HRP. c) Imunodetekcija oznake myc 
z mišjimi protitelesi anti-myc. Velikost biotin ligaze je 27 kDa. d) Detekcija biotiniliranih 
proteinov v kontrolnih vzorcih z myc-BioID2 s konjugatom streptavidin-HRP. e) Analiza 
eluatov poskusnega testa »pull down« z barvanjem s srebrom. Izolacija biotiniliranih proteinov 
je bila uspešna. nevez. – nevezana frakcija testa »pull down«, PD – eluat po testu »pull down«. 




Poskusni test »pull down« smo uspešno izvedli tudi na transficiranih celičnih linijah 
HeLa in 2102Ep (slika 45). Vzorec biotiniliranih proteinov je pri vseh treh celičnih 
linijah (HEK 293T, HeLa in 2102Ep) podoben. V eluatu po testu »pull down« iz lizata 
transficirane linije 2102Ep smo z imunodetekcijo proteina ORF1p poleg lise pri 
velikosti fuzijskega proteina ORF1p-BioID2-HA (in njegovega cepljenega produkta) 
detektirali tudi liso pri velikosti ~ 40 kDa, ki ustreza velikosti endogenega proteina 
































Slika 45: Biotinilirani proteini in ORF1p po BioID v celičnih linijah Hela in 2102Ep. Lizate 
smo pripravili 24 h po dodatku 50 μM biotina k transficiranim celicam in izvedli test »pull 
down« s streptavidinom. a) Detekcija biotiniliranih proteinov s pomočjo konjugata streptavidin-
HRP. Vzorca biotiniliranih proteinov sta v obeh celičnih linijah podobna. b) Imunodetekcija 
ORF1p s protitelesi anti-ORF1p. V eluatu testa »pull down« smo poleg lise pri velikosti 
fuzijskega proteina ORF1p-BioID2-HA (~ 67 kDa) zaznali tudi liso pri velikosti endogenega 
proteina (~ 40 kDa), iz česar sklepamo, da se fuzijski protein nahaja v granulah skupaj z 
endogenim ORF1p. nevez. – nevezana frakcija po testu »pull down«, PD – eluat po testu »pull 
down«. 
4.3.5 Test »pull down« za pripravo vzorcev za LC-MS 
Metodo BioID in test »pull down« smo v nadaljevanju prenesli na večje količine celic, 
ki zadostujejo za pripravo vzorcev za analizo z LC-MS. Učinkovitosti izolacije 
biotiniliranih proteinov iz večje količine celic je bila v primerjavi z izolacijo iz manjših 
količin nekoliko nižja, zato smo jo poskušali izboljšati. Optimizirali smo volumne in 
sestave pufrov, čase in pogoje inkubacije celičnih lizatov s kroglicami s streptavidinom 
ter spiranje kroglic. Na slikah 46–48 so prikazani rezultati najuspešnejšega testa »pull 
down«, izvedenega po optimiziranem protokolu.  




Z imunodetekcijo smo v eluatih po testu »pull down« potrdili prisotnost biotiniliranih 
proteinov – v skladu s pričakovanji so bile najintenzivnejše lise pri velikosti fuzijskega 
proteina (67 kDa, slika 46a) oz. biotin ligaze (27 kDa, slika 47a). Lise pri drugih 
velikostih so bile šibkejše, kar pa je najverjetneje posledica prekratke ekspozicije 
membrane oz. presežne količine biotiniliranih proteinov v celičnih lizatih in nevezanih 
frakcijah. Iz enakih razlogov smo v eluatih po testu »pull-down« po detekciji s 
protitelesi anti-myc zaznali tudi zelo šibek signal biotin ligaze (slika 46b) – ob 
podaljšanju ekspozicije so se lise ojačale (slika ni prikazana). Pri vzorcih s fuzijskim 
proteinom smo po detekciji s protitelesi anti-HA zaznali liso pri pričakovani velikosti 
(67 kDa; slika 45b). 
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Slika 46: Biotinilirani proteini in fuzijski protein po BioID s konstruktom ORF1p-
BioID2-HA v celični liniji HEK 293T. Transfekcijo celic HEK 293T s pcDNA3.1_ORF1p-
BioID2-HA in test »pull down« s streptavidinom smo izvedli v treh replikatih. a) 
Imunodetekcija biotiniliranih proteinov z označevalcem streptavidin-HRP. V največji meri je 
biotiniliran fuzijski protein (lisa pri velikosti ~ 67 kDa). S testom »pull down« smo izolirali 
biotinilirane proteine, zaradi presežne količine pa jih je veliko ostalo tudi v nevezanih frakcijah. 
b) Imunodetekcija fuzijskega proteina ORF1p-BioID2-HA s protitelesi anti-ORF1p. Fuzijski 
protein (~ 67 kDa) je prisoten v eluatih po testu »pull down«. PD – test »pull down« s 
streptavidinom, nevez. – nevezane frakcije testa »pull down«. 
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Slika 47: Biotinilirani proteini in fuzijski protein po kontrolnem BioID z myc-BioID2 v 
celični liniji HEK 293T. Transfekcijo celic HEK 293T s pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS in test 
»pull down« s streptavidinom smo izvedli v treh replikatih. a) Imunodetekcija biotiniliranih 
proteinov z označevalcem streptavidin-HRP. S testom »pull down« izoliramo biotinilirane 
proteine, zaradi presežne količine pa jih veliko ostane tudi v nevezanih frakcijah. b) 
Imunodetekcija biotin ligaze myc-BioID2 (~ 27 kDa) s protitelesi anti-myc. Zaradi presežne 
količine v lizatih in v nevezanih frakcijah encim v eluatih po testu »pull down« zaznamo v zelo 
majhnih količinah. PD – test »pull down«, nevez. – nevezane frakcije testa »pull down«. 
Uspešnost izolacije biotiniliranih proteinov smo potrdili tudi z barvanjem proteinov v 
eluatih s srebrom. S slike 48 je razvidno, da so v eluatih kontrolnih vzorcev 
najintenzivnejše lise pri velikosti biotin ligaze (27 kDa), pri vzorcih ORF1p-BioID2-HA 
pa lise pri velikosti fuzijskega proteina (67 kDa) in njegovih cepljenih produktov. Ob 
primerjavi kontrolnih vzorcev z vzorci s fuzijskim proteinom lahko zaznamo posamezne 
lise, ki so prisotne le v vzorcih s fuzijskim proteinom (ne pa tudi v kontrolnih vzorcih) 
in predstavljajo potencialne specifične interakcijske partnerje proteina ORF1p. 
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Slika 48: Biotinilirani proteini po BioID s konstruktom ORF1p-BioID2-HA in kontrolo 
myc-BioID2 v celični liniji HEK 293T. Za test »pull down« smo uporabili lizate celic HEK 
293T, ki smo jim 24 h po transfekciji s pcDNA3.1_myc-BioID2-MCS oz. pcDNA3.1_ORF1p-
BioID2-HA za 24 h dodali medij s 50 μM biotinom. Za testni in kontrolni vzorec smo pripravili 
po tri replikate. Proteine v eluatih po testu »pull down« s streptavidinom smo detektirali z 
barvanjem s srebrom. Pri kontrolnih vzorcih so najintenzivnejše lise pri velikosti myc-BioID2 
(27 kDa), pri vzorcih z ORF1p-BioID2-HA pa lise pri velikostih fuzijskega proteina (67 kDa) in 
njegovih cepljenih produktov. 
 





Retrotranspozon LINE1 je edini še aktivni avtonomni retrotranspozon v genomu 
človeka, ki pomembno prispeva h genetski raznolikosti med osebki. Tekom evolucije se 
je število DNA kopij LINE1 povzpelo na več kot 500 000, skupno pa zavzemajo kar 
17 % človekovega genoma [19]. Retrotranspozicija LINE1 je kompleksen proces, ki je 
na različnih stopnjah uravnavan z različnimi celičnimi mehanizmi, s katerimi se celice 
branijo pred potencialno škodljivimi posledicami integracije novih kopij LINE1 v DNA. 
Znanih je že več kot 120 bolezni, ki so neposredna posledica retrotranspozicije LINE1 
[39]. Povečano aktivnost LINE1 so zaznali tudi pri mnogih kompleksnih boleznih, 
vključno z rakom in nekaterimi nevrodegenerativnimi boleznimi. 
Kljub številnim kopijam LINE1 v genomu in njegovi vpletenosti v različne bolezni 
mehanizem njegovega pomnoževanja še vedno ni popolnoma razjasnjen. Pomanjkljivo 
je tudi znanje o vlogah proteinov, ki so zapisani v zaporedju LINE1. Namen 
magistrskega dela je bil s pomočjo metod biotinilacije bližnjih proteinov identificirati 
proteine, ki v pogojih in vivo interagirajo z ORF1p oz. so sestavni del 
ribonukleoproteinskih kompleksov LINE1. Na ta način smo želeli okarakterizirati 
granule ORF1p, ki se tipično pojavljajo v celicah, identificirati še neznane celične 
proteine, ki sodelujejo pri procesu retrotranspozicije LINE1, in odkriti nove vloge 
proteina ORF1p. 
5.1 Karakterizacija granul proteina ORF1p z imunocitokemijo 
V skladu s pričakovanji na podlagi objavljene literature [136] smo protein ORF1p z 
imunocitokemijo zaznali v celičnih linijah 2102Ep in nTERA2 (slika 13), v celičnih 
linijah HEK 293T in HeLa pa je bil signal (skoraj) nezaznaven. Celična linija 2102Ep 
izhaja iz embrionalnega teratokarcinoma [137], linija nTERA2 pa iz pljučne metastaze 
malignega embrionalnega karcinoma [138]; obe izkazujeta lastnosti embrionalnih 
zarodnih celic [139]. Znano je, da je aktivnost LINE1 največja v obdobju zgodnje 
embriogeneze [140, 141] – karakteristike zarodnih celic (tj. njihov epigenetski status 
[142], pa tudi prisotnost specifičnih transkripcijskih faktorjev [143]) so zato verjetno 
tudi glavni razlog za večjo aktivnost LINE1 in posledično večjo količino proteina 
ORF1p v linijah 2102Ep in nTERA2.  
Protein ORF1p je v celicah linij 2102Ep in nTERA2 pretežno citoplazemski in 
skoncentriran v granulah, ki se v le redkih celicah nahajajo tudi znotraj jedra. Rezultati 
so v skladu z večino objavljenih raziskav [84–87], nismo pa opazili, da bi bil ORF1p 
prisoten tudi v jedrcih, o čemer poročajo Goodier in sod. [144]. Za uspešen potek 
retrotranspozicije je vstop ribonukleoproteinskih kompleksov v jedro sicer ključnega 
pomena – so pa Mita in sod. z nedavno raziskavo pokazali, da se ORF1p prenese iz 
jedra nazaj v citoplazmo še pred dejansko vključitvijo nove kopije LINE1 v genom 




[27].  Eksport predvidoma poteka s pomočjo CRM1, vendar bo potrebno interakcijo 
ORF1p in CRM1 ter njen vpliv na prenos kompleksov LINE1 in uspešnost 
retrotranspozicije še dodatno raziskati. 
Narave granul ORF1p v nestresiranih celicah tudi z našimi raziskavami nismo uspeli 
popolnoma razjasniti. V nestresiranih celicah 2102Ep endogeni ORF1p ni kolokaliziral 
s PABP (označevalnim proteinom stresnih granul) (slika 16), stresnih granul in njihove 
kolokalizacije z ORF1p pa nismo zaznali niti v prehodno transficirani celični liniji 
HeLa (slika 18). Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da aktivnost LINE1 oz. izražanje 
ORF1p v celicah ne povzroča kroničnega stresa. V nasprotju z ugotovitvami v celičnih 
linijah 2102Ep in HeLa pa smo v liniji HEK 293T stresne granule v mnogih 
transificranih celicah zaznali že v odsotnosti eksogenih stresorjev. Opazili smo jih zlasti 
v celicah, v katerih so bile prisotne večje granule prehodno izraženega Flag-ORF1p, s 
katerimi so tudi kolokalizirale (slika 17). Celična linija HEK 293T zaradi izražanja 
velikega antigena T omogoča pomnoževanja plazmidov z mestom začetka 
pomnoževanja SV40 (ki se nahaja tudi v vektorju pDEST-Flag-ORF1p), zaradi česar se 
v transificranih celicah izraža precej večja količina rekombinantnega proteina kot v 
drugih celičnih linijah. Nastanek stresnih granul v transficiranih celicah HEK 293T zato 
najverjetneje ni neposredno povezan s proteinom ORF1p, temveč z njegovim 
nefiziološkim prekomernim izražanjem.  
Preučevali smo tudi kolokalizacijo granul ORF1p in DCP1A, ki je označevalni protein 
telesc P. Slednjih v celični liniji 2102Ep v nestresiranih celicah nismo zaznali (slika 16), 
prisotna pa so bila v nestresiranih celicah linij HEK 293T (slika 17) in HeLa (slika 18). 
Občasno so se prekrivala z granulami prehodno izraženega Flag-ORF1p, še pogosteje 
pa so se nahajala tik ob njih, kar bi lahko nakazovalo na fiziološko funkcijsko povezavo 
granul ORF1p s telesci P. 
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zaključimo, da je kolokalizacija ORF1p in 
označevalnih proteinov stresnih granul in telesc P v odsotnosti eksogenih stresorjev 
odvisna od celične linije, ki jo preučujemo, ter od nivoja izražanja ORF1p. Na to, v 
katerih ribonukleoproteinskih kompleksih se protein nahaja, morda vpliva tudi trenutno 
stanje celice (faza celičnega cikla, viabilnost, senescenca). Možno je tudi, da so granule 
ORF1p dinamične in je njihovo le delno ali občasno prekrivanje z označevalnimi 
proteini telesc P in stresnih granul posledica dinamičnega preurejanja celičnih 
ribonukleorpoteinskih kompleksov. Vsi ti dejavniki so najverjetneje tudi vzrok za 
nekonsistentne navedbe glede narave granul ORF1p v literaturi [84–87, 91, 146].  
Na podlagi naših rezultatov lahko z gotovostjo trdimo, da je ORF1p v celicah, 
izpostavljenih stresu, komponenta stresnih granul, kar so v nedavni raziskavi pokazali 
tudi Pereira in sod. [84]. V celicah, izpostavljenih različnim eksogenim stresorjem, se je 
ORF1p v vseh celičnih linijah večinoma (ne pa povsem) preuredil v večje granule in 
kolokaliziral z označevalnim proteinom stresnih granul PABP (slike 15–18), v celicah 




SH-SY5Y pa tudi z G3BP1 (slika 19). Telesca P so se v večini primerov nahajala tik ob 
njih. Stiki stresnih granul in telesc P se najverjetneje pojavijo zaradi deljene proteinske 
in mRNA-sestave obeh struktur in so v literaturi že bili opisani [145].  
Preureditev granul ORF1p oz. mobilizacijo ORF1p v stresne granule smo opazili po 
stresiranju celic z NaAsO2, DTT ali NaCl, medtem ko jih H2O2 ni induciral oz. je v 
kombinaciji z NaAsO2 njihov nastanek celo inhibiral (slika 15). Za H2O2 je sicer znano, 
da inducira nastanek stresnih granul le v nekaterih celičnih linijah, njihova sestava pa je 
drugačna od kanonične [147]. Stresne granule z ORF1p se pri različnih stresorjih 
nekoliko razlikujejo – podobne so po izpostavitvi celic NaAsO2 ali DTT, medtem ko so 
v celicah, stresiranih z NaCl, precej manjše in številčnejše. Različno morfologijo in 
številčnost granul lahko verjetno pripišemo različnim mehanizmom njihovega nastanka 
– NaAsO2 in DTT povzročata nastanek stresnih granul po poti, odvisni od fosforilacije 
eIF2α [120], pri NaCl pa za inhibicijo translacije in nastanek ribonukleoproteinskih 
agregatov fosforilacija eIF2α ni potrebna, saj ti v hiperosmotskih pogojih v celicah 
predvidoma nastanejo zaradi molekulske gneče (angl. molecular crowding) [121, 148]. 
5.2 Biotinilacija s prepoznavo protitelesa (BAR) 
Z metodo BAR lahko identificiramo interakcijske partnerje endogeno izraženega 
proteina, zaradi načina njene izvedbe (tj. na fiksiranih celicah) pa bi lahko z njo 
primerjali tudi interakcijske partnerje ORF1p v fizioloških pogojih in v celicah, 
predhodno izpostavljenih stresu. Za izvedbo metode smo morali v prvi fazi izbrati 
celično linijo, ki endogeno izraža zadostne količine proteina ORF1p. Z 
imunocitokemijo smo največ proteina zaznali v celični liniji 2102Ep (slika 13), njegovo 
prisotnost pa smo v lizatih različnih celičnih linij preverili še z imunodetekcijo po 
prenosu western (slika 20). Po pričakovanjih in v skladu z objavljeno literaturo [136] 
smo tudi na ta način največ ORF1p zaznali v celičnih linijah 2102Ep in nTERA2, v 
linijah HEK293T in HeLa pa je bila količina precej manjša. Za izvedbo BAR smo zato 
izbrali celice 2102Ep. 
Uspešno smo optimizirali metodo biotinilacije proteinov v bližini ORF1p (slika 21) ter 
izolacijo biotiniliranih proteinov s pomočjo magnetnih kroglic s streptavidinom (slika 
22). Kljub mnogim poskusom pa v eluatih biotiniliranih proteinov po testu »pull down« 
nismo zaznali proteina ORF1p. Ker bi razlog za to lahko tičal v premajhni količini 
proteina, smo BAR izvedli še na večji količini celic 2102Ep, vendar to ni rešilo težave 
(slika 25). Imunodetekcija bi lahko bila neuspešna tudi zaradi nedostopnosti oz. 
modifikacije epitopa na ORF1p, ki ga prepoznavajo protitelesa, ki smo jih uporabljali za 
detekcijo proteina. Slednja so sicer poliklonska in prepoznavajo zaporedje v bližini N-
konca proteina (ak 32–45), ki sicer ne vsebuje nobenega tirozinskega aminokislinskega 
ostanka, ki bi se lahko biotiniliral in preprečeval vezavo protiteles za detekcijo. Prvi 
tirozin se nahaja na razdalji 7 ak od epitopa (ak 52) – ker smo za BAR uporabljali 
biotin-XX tiramid, ki vsebuje daljše povezovalno zaporedje, bi vezavo protiteles za 




detekcijo potencialno lahko ovirala tudi biotinilacija tega ostanka. BAR smo zato 
izvedli še na z myc-ORF1 transficiranih celicah HEK293T in poskušali ORF1p v 
eluatih po testu »pull down« zaznati s protitelesi proti oznaki myc, ki tirozinskih 
aminokislinskih ostankov ne vsebuje (slika 24). Tudi v tem primeru smo protein zaznali 
le v nevezanih frakcijah. Ali je v eluatih prisotna lisa pri velikosti ORF1p, smo želeli 
preveriti še z NaDS-PAGE in z barvanjem gela s srebrom. Žal nam tudi to ni uspelo, saj 
so v vzorcih prevladovali signali streptavidina, eluiranega z magnetnih kroglic. Ker na 
podlagi dobljenih rezultatov nismo mogli biti prepričani, da z metodo BAR in sledečim 
testom »pull down« s streptavidinom izoliramo proteine, ki se nahajajo v neposredni 
bližini ORF1p, smo metodo opustili. 
Možnih razlogov za to, da v eluatih nismo zaznali ORF1p, je več. Pri metodi BAR 
aktivirana oblika biotin-XX tiramida reagira s tirozinskimi aminokislinskimi ostanki 
[126]. Slednjih je v zaporedju ORF1p šest (Y52, Y152, Y207, Y282, Y296 in Y329), 
vendar pa v tridimenzionalni strukturi in v prisotnosti drugih interakcijskih partnerjev 
morda niso vsi dostopni. Maskirani bi lahko bili tudi s fosforilacijo, vendar Cook in 
sod., ki so podrobno analizirali aminokislinsko zaporedje ORF1p, niso predvideli in 
zaznali fosforilacije tirozinov [71]. Biotinilacijo morda omejuje tudi dejstvo, da lahko 
tirozinski aminokislinski ostanki reagirajo in se »nevtralizirajo« tudi v postopku 
fiksacije celic s formaldehidom [149]. Možno je tudi, da je generator reaktivnih molekul 
biotina (tj. encim HRP, ki je vezan na sekundarno protitelo), zaradi zasnove sistema od 
tarče (ORF1p) preveč oddaljen in da se zaradi omejenega radija biotinilacije označijo 
proteini, ki sploh niso v stiku z ORF1p. V raziskavah navajajo, da reaktivni radikali 
tiramida reagirajo – bodisi s proteini ali pa z molekulami vode – že na razdalji 20 nm 
[150, 151]. Dolžina IgG v povprečju znaša 10–15 nm; kompleks primarnega in 
sekundarnega protitelesa je torej velikosti do 30 nm [152]. Upoštevajoč dimenzije 
protiteles je torej povsem možno, da je biotinilacija ORF1p tekom BAR neučinkovita in 
da se biotinilira predvsem veliko nespecifičnih proteinov. 
5.3 Biotinska identifikacija (BioID) 
Ker metoda BAR ni dala rezultatov, ki smo jih pričakovali, smo za odkrivanje 
interakcijskih partnerjev ORF1p uporabili metodo BioID, ki prav tako omogoča 
odkrivanje stabilnih in prehodnih interakcijskih partnerjev v pogojih in vivo. Pri tej 
metodi so nujno potrebne ustrezne kontrole. Test »pull down« moramo izvesti ne le za 
fuzijski protein biotin ligaze s proteinom, ki ga preučujemo, temveč tudi za biotin ligazo 
samo. Le tako lahko izmed interakcijskih partnerjev fuzijskega proteina izločimo tiste, 
ki v celicah interagirajo z biotin ligazo [122, 129]. V okviru raziskovalnega dela smo 
pripravili zapise za fuzijske proteine ORF1p ter njegove mutirane oblike JM111 z 
dvema različnima biotin ligazama – TurboID in BioID2. S TurboID, ki smo jo pripeli 
na N-konce ORF1p oz. JM111, smo pripravili tri različice: konstrukt brez, z dvema in s 
tremi ponovitvami vmesnega povezovalnega zaporedja. Z BioID2 smo pripravili dva 
konstrukta: pri enem je encim na N-, pri drugem pa na C-koncu ORF1p oz. JM111. V 




vseh primerih je bilo izražanje fuzijskih proteinov v sesalskih celicah uspešno; vsi so 
tudi izkazovali encimsko aktivnost. 
Z različnimi konstrukti s TurboID smo želeli preveriti, ali na encimsko aktivnost in na 
količino biotiniliranih proteinov vplivata prisotnost in dolžina povezovalnega zaporedja, 
s katerim lahko reguliramo radij biotinilacije. Večjih razlik nismo opazili; aktiven je bil 
že fuzijski protein brez povezovalnega zaporedja (slike 37–39, 42, 43). K ustreznemu 
zvitju in aktivnosti TurboID v fuziji brez vmesnega povezovalca verjetno prispeva 
dejstvo, da smo encim pripeli na N-konec ORF1p, ki je že sam po sebi fleksibilen in 
predvidoma nima urejene strukture [70]. 
TurboID naj bi omogočal označevanje proteinov v bližini tarče v že 10 min [130], zato 
bi konstrukte s tem encimom lahko uporabili za primerjavo interakcijskih partnerjev 
ORF1p v nestresiranih in v stresiranih celicah. V naših poskusih smo pri vseh 
konstruktih s TurboID opazili precejšnjo biotinilacijo že v celicah, ki jim nismo dodali 
medija z biotinom (slike 37-39). O tej v nedavni primerjalni raziskavi poročajo tudi 
May in sod. [153]. Primerjava interaktomov ORF1p v nestresiranih in v stresiranih 
celicah zaradi nenadzorovane biotinilacije še pred dodatkom biotina verjetno ne bi bila 
smiselna, razen če bi celice v času izražanja konstruktov s TurboID gojili v mediju, iz 
katerega bi biotin predhodno odstranili. Kljub temu smo se odločili, da bomo za 
označevanje interakcijskih partnerjev proteina raje uporabili manjšo in v že več 
raziskavah preizkušeno biotin ligazo BioID2. 
Fuzijski protein ORF1p-BioID2-HA je v primerjavi z myc-BioID2-ORF1p v obeh 
preizkušenih celičnih linijah (HEK 293T in HeLa) bolje odražal tipično celično 
lokalizacijo ORF1p (slike 31, 32, 34). V večini transficiranih celic so bile prisotne 
citoplazemske granule, pri myc-BioID2-ORF1p pa smo jih opazili redkeje. Pri myc-
BioID2-ORF1p so bili pogostejši abnormalni agregati, ki so se zlasti v celicah linije 
HeLa pogosto nahajali tudi znotraj jedra ali tik ob njem. O jedrni lokalizaciji ORF1p v 
nekaterih celicah so v nekaj raziskavah že poročali [27, 144]. Ribonukleoproteinski 
kompleksi RNP morajo za uspešen potek retrotranspozicije nedvomno vstopiti v jedro, 
vendar so Mita in sod. v nedavni raziskavi ugotovili, da se ORF1p iz jedra eksportira še 
pred dejansko vključitvijo nove kopije LINE1 v genom. Predpostavljamo, da myc-
BioID2 na N-koncu ORF1p morda moti signal za eksport proteina iz jedra. Lahko bi 
vplival tudi na trenutno še neznano vlogo skrajnega bazičnega konca ali pa le oviral 
splošno fleksibilnost proteina [74]. Neobičajna lokalizacija myc-BioID2-ORF1p je 
morda vsaj delno tudi posledica prekomernega izražanja proteina. Izražanje ORF1p-
BioID2-HA je namreč v primerjavi z myc-BioID2-ORF1p v obeh preizkušenih celičnih 
linijah (HEK 293T in HeLa) nekoliko šibkejše. To pripisujemo odsotnosti Kozakinega 
zaporedja v vektorjih pcDNA3.1_ORF1p-BioID2-HA in pcDNA3.1_JM111-BioID2-
HA. 




Pri fuzijskih proteinih je pomembno, da se ohrani funkcionalnost preučevanega 
proteina. Slednje v našem raziskovalnem delu sicer nismo neposredno preverjali, je pa 
fuzijski partner na C-koncu ORF1p ustreznejši glede na raziskavo, ki so jo opravili Dai 
in sod.. Preučevali so vpliv dodatnih oznak na ORF1p na retrotranspozicijo in ugotovili, 
da jo že kratke oznake na N-koncu skoraj popolnoma inhibirajo, medtem ko je učinek 
(tudi daljših) oznak na C-koncu zelo majhen [30]. 
Na podlagi v prejšnjih odstavkih predstavljenih zaključkov smo za pripravo vzorcev za 
identifikacijo interakcijskih partnerjev ORF1p z LC-MS izbrali konstrukt ORF1p-
BioID2-HA. Z metodo BioID in sledečim testom »pull down« na celični liniji 2102Ep 
smo potrdili, da fuzijski protein v celicah kolokalizira z endogenim ORF1p (sliki 36 in 
45). Celična linija 2102Ep z endogenim ORF1p in njegovimi fiziološkimi 
interakcijskimi partnerji bi bila verjetno najboljše okolje za izvedbo metode BioID s 
fuzijskim proteinom ORF1p-BioID2-HA, vendar pa smo se zaradi slabše uspešnosti 
transfekcije in šibkega izražanja fuzijskega proteina v omenjeni liniji odločili, da bomo 
kljub vsemu uporabili celice HEK 293T. Uspešno smo izvedli poskusni test »pull 
down« – z magnetnimi kroglicami s streptavidinom smo uspešno izolirali biotinilirane 
proteine (slika 44). Vzorec biotiniliranih proteinov v eluatih testa »pull down« je 
podoben vzorcu z biotiniliranih proteinov v celičnih lizatih pred izolacijo, iz česar 
sklepamo, da je postopek učinkovit. Predvidevamo tudi, da smo z uporabljenimi koraki 
spiranja odstranili nespecifično vezane proteine, saj v eluatih vzorcev netransficiranih 
celic nismo zaznali močnejših lis. 
Biotinilirane proteine smo uspešno izolirali tudi iz večje količine celic (slike 46–48) in 
tako pripravili vzorce, v katerih bomo identificirali interakcijske partnerje ORF1p z LC-
MS (slike 46–48). Začetne analize vzorcev so obetavne, saj smo z barvanjem s srebrom 
v eluatih po testu »pull down« pri vzorcih s fuzijskim proteinom zaznali lise, ki jih pri 
kontrolnih vzorcih ni (slika 48). Na podlagi tega sklepamo, da so se interakcijski 
partnerji ORF1p uspešno biotinilirali in da so prisotni v zadostnih količinah, da jih 
bomo z LC-MS lahko tudi identificirali. Predvidevamo, da bodo med odkritimi 
interaktorji ORF1p poleg že znanih tudi še neodkrite komponente ribonukleoproteinskih 
kompleksov LINE1, ki bodo ob nadaljnjih raziskavah razjasnile vsaj kakšnega od doslej 
nerazumljenih vidikov kompleksnega procesa retrotranspozicije LINE1. 
V nadaljevanju bo možno vzorce za analizo z LC-MS pripraviti tudi za fuzijski protein 
biotin ligaze z neaktivno mutirano različico ORF1p (JM111), za katerega smo zapis 
prav tako že pripravili in preverili njegovo izražanje in aktivnost. S primerjavo 
interakcijskih partnerjev ORF1p in JM111 bi lahko identificirali tiste, ki so ključni za 
uspešen potek retrotranspozicije. Ob koncu raziskovalnega dela smo z vstavitvijo 
Kozakinega zaporedja v vektor pcDNA3.1-MCS-BioID2-HA pripravili tudi vektor, ki 
omogoča izražanje biotin ligaze BioID2-HA. Ta bo v nadaljnjih eksperimentih pri 
fuzijskih proteinih s C-končno biotin ligazo ustreznejša kontrola kot myc-BioID2, ki 
smo jo uporabljali do sedaj. 





Vloge proteina ORF1p v procesu retrotranspozicije LINE1 so trenutno še slabo 
raziskane. Glavni namen magistrskega dela je bil zato identificirati proteine, ki v celicah 
v pogojih in vivo interagirajo z ORF1p. Na ta način in z imunocitokemijo v fizioloških 
in stresnih pogojih smo želeli tudi bolje okarakterizirati citoplazemske granule ORF1p. 
Z imunocitokemijo smo preverjali, ali granule ORF1p v (ne)stresiranih celicah 
sovpadajo z označevalnimi proteini stresnih granul ali telesc P. Narave granul ORF1p v 
nestresiranih celicah nam ni uspelo enoznačno pojasniti, zato naše prve hipoteze ne 
moremo nedvoumno potrditi. Verjetno je, da so granule dinamične in da je njihovo 
sovpadanje z znanimi citoplazemskimi ribonukleoproteinskimi kompleksi le prehodno 
ali pa odvisno od trenutnega stanja celice. Na podlagi dobljenih rezultatov pa lahko z 
gotovostjo potrdimo hipotezo, da celični stres povzroči preureditev granul ORF1p. V 
stresnih pogojih smo namreč v vseh celičnih linijah opazili sovpadanje preurejenih 
granul ORF1p s stresnimi granulami.  
Interakcijske partnerje ORF1p smo želeli najprej identificirati z metodo BAR, s katero 
bi lahko primerjali interaktom proteina v fizioloških in stresnih pogojih. Kljub 
obetavnim rezultatom imunocitokemije in uspešni izolaciji biotiniliranih proteinov iz 
celičnih lizatov nam v eluatih po testu »pull down« ni uspelo zaznati proteina ORF1p. 
Ker zaradi tega nismo bili prepričani, ali so se z metodo BAR označili specifični 
interaktorji ORF1p ali ne, vzorcev nismo analizirali z LC-MS. Tretje hipoteze zato ne 
moremo potrditi. V nadaljevanju smo se odločili za uporabo že bolj uveljavljene metode 
BioID. Pripravili smo zapise za več različic fuzijskih proteinov ORF1p in njegove 
mutirane oblike JM111 z biotin ligazo BioID2 ali TurboID (skupno 10 različnih 
konstruktov). Vsi so bili encimsko aktivni, zaradi največje podobnosti z lokalizacijo 
endogenega ORF1p pa smo za nadaljnje delo izbrali fuzijski protein ORF1p-BioID2-
HA. Na podlagi dobljenih rezultatov lahko potrdimo hipotezo številka 4. 
Hipoteze številka 5 na tej točki še ne moremo v celoti potrditi, saj analiza z LC-MS na 
pripravljenih vzorcih še ni bila izvedena. Ko bo, bo potrebno identificirane interakcijske 
partnerje analizirati in validirati. V prvi fazi se jih lahko okarakterizira bioinformatsko, 
v nadaljevanju pa bo sledila še validacija in vivo. S poskusi prekomernega izražanja ali 
utišanja izražanja posameznih kandidatov v kombinaciji s testom retrotranspozicije bo 
možno ugotoviti tudi, ali so le-ti pozitivni ali negativni regulatorji retrotranspozicije 
LINE1. Rezultati bodo prispevali k boljšemu razumevanju tega kompleksnega procesa, 
morda pa bodo vodili tudi v odkritje trenutno še neznanih vlog proteina ORF1p. 
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